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Abstrakt: Plazmova medicina patfi v souc¢asné dob€ mezi rychle se rozristajici obory plazmové védy
a plazmatické pfistroje jsou tak podrobovany velkému mnozZstvi jak experimentdlnich vyzkumd, tak i
klinickych studii. V této préci je diskutovédno potencialni vyuZiti plazmové trysky MiniJetu PM - 10.R a
plazmatického aplikatoru se zdpornym korénovym vybojem pro medicinské tucely. Diskuse je provedena
na zakladé popsani a porovnani fyzikalnich a technickych parametri obou zkoumanych pristrojt a jejich
baktericidnich ucinkd. K porovnani fyzikalnich a technickych parametr obou pfistroju je vyuZita teore-
tickd reSerSe plazmové trysky a zdporného korénového vyboje v kombinaci s technickymi specifikacemi
obou studovanych pristrojii. Baktericidni G¢inky zkoumanych piistroji jsou experimentdlné méfeny a
porovnany pomoci referencniho protokolu urc¢eného pro srovnani baktericidnich d¢inkd rdznych zdroji
netermdlniho plazmatu.
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Abstract: Plasma medicine is currently one of the fastest growing fields of plasma science, and plasma
devices are thus subjected to a large number of both experimental research and clinical studies. This work
discusses the potential use of the MiniJet PM - 10.R plasma nozzle and the negative corona discharge
plasma applicator for medical purposes. The discussion is based on the description and comparison of
physical and technical parameters of both devices and their bactericidal effects. The theoretical search of
the plasma nozzle and the negative corona discharge in combination with the technical specifications of
both studied devices is used to compare the physical and technical parameters of both devices. The bac-
tericidal effects of the investigated devices are experimentally measured and compared using a reference
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Key words: negative corona, nonthermal plasma (NTP), plasma jet, plasma medicine, reactive oxygen
and nitrogen species (ROS, RNS)



Obsah

Uvod

(1 Netermalni plazmal

1.1 ~ Srazky v netermalnim plazmatu| . . . ... ... ... ... ... ... ....
[I.I.1 ~ Townsendova teorie elektronovych lavin|. . . . . . . .. ... ... ..
[1.1.2 Srazky elektronu s ¢asticemi| . . . . . . .. ... ... ... ......
[1.1.3  Srazky fotonu s ¢asticemi] . . . . ... ... ... ... ... .....
[1.1.4  Srazky ovlivnujici chemické slozeni plazmatu|. . . . . . . .. ... ..
[1.1.5 Tvorba reaktivnich forem kysliku a dusiku| . . . . .. ... ... ...

(1.2 Vyuziti netermalniho plazmatu pro medicinské ucely| . . . . . . . ... .. ..

2 Zdroje netermalniho plazmatul

2.1  Duelektricky bariérovy vyboy| . . . . . . . ...

2.2 Koronovy vyboj| . . . . . . ..
[2.2.1  Plazmové aplikatory| . . . . .. ... ... ... ..o .
2.3 Plazmovatryskal. . . . . . . ... oL

B I kce NTP Tuchu s bakierialnimi burikani

|4 Experimentalni cast]

4.1 Parametry pouzitych plazmatickych aplikatoru|. . . . . . . .. ... ... ...
4.2 Referencniprotokol| . . . . . . .. ...
[4.2.1  Pouzity mikroorganismus| . . . .. ... ... L L L
[4.2.2  Pouzité¢ mikrobiologické postupy| . . . . .. .. ... oL,

|5 Vysledky a diskuze|

5.1 Vysledky experimentalni Castiprace| . . . . . . . ... ... ...

[5.1.1  Porovnani parametru studovanych plazmatickych aplikatoru

[5.1.2  Baktericidni ucinky MiniJetu PM - 10.R a plazmatického aplikatoru PAzk|. . . .

19
20
21
23
23

27

32
32
35
36
37

40
40
40
41
44

48



Uvod

Netermdlni plazma a jeho potencidlni vyuZiti pro medicinské tcely je pfedmétem védeckého zkou-
mani jiz nékolik desitek let a jedna se tedy o relativné mladé odvétvi védy [1l]. V mediciné si netermaln{
plazma ziskalo vétsi pozornost predev§im diky svym baktericidnim a hojeni stimulujicim d¢inkim a
zaslouzilo se tak o vznik oboru plazmové mediciny [2].

Vyzkumy na poli plazmové mediciny jsou velice komplexni a vyZaduji multioborovou spolupraci
pfedev§im mezi plazmovymi fyziky, mikrobiology, chemiky, inZenyry a doktory. Na zdkladé snahy o
co nejlepsi zmapovani vlastnosti netermalniho plazmatu, které by mohly byt uzitecné pro medicinské
aplikace, vzniklo jiZ mnoho vyzkum [2], [3], [4] aj. zaobirajicich se predevsim studiem baktericidnich
ucinkd plazmatu, typti vybojt generujicich netermalni plazma a konkrétnich plazmatickych aplikatort.

Motivaci této price je prispét k rozSifujicimu se mnoZstvi védomosti a znalosti o plazmatickych
aplikatorech vyuZivajicich netermalni plazma pro medicinské ucely.

Cilem této bakaldiské price je diskutovat potencidlni vyuZziti dvou konkrétnich plazmatickych apli-
katord: plazmové trysky MiniJet Pm - 10.R a plazmatického aplikatoru vyuZzivajictho jako zdroj neter-
malniho plazmatu zdporny korénovy vyboj, pro medicinské ucely na zdklade€ popsani a porovnani jejich
fyzikalnich a technickych parametrd a baktericidnich vlastnosti. K porovnani obou pristroji byl vybran
referencni protokol [S]], nebot’ jeho detailn€ popsany postup experimentalni metody umoznuje srovnani
baktericidnich G¢inkd napfi¢ riznymi typy plazmatickych aplikatort. Vysledky této prace tak mohou
byt validn€ srovnavany s dalsimi vyzkumy, jez metod referen¢niho protokolu vyuzivaji, a zformovat tak
paletu znalosti o riiznych typech plazmatickych aplikatort a jejich potencidlnimu medicinskému vyuZiti.

Teoretickd Cast prace nejprve predstavi pojem netermdlniho plazmatu a jeho charakteristické vlast-
nosti. Déle bude stru¢né zmapovan vyvoj plazmové mediciny a dileZité vysledky, které byly na tomto
poli ziskadny. Ve druhé kapitole pak bude popsana problematika riznych typi zdroji netermalniho plazmatu
a plazmatickych aplikatort s diirazem na korénovy vyboj a plazmové trysky, které jsou predmétem této
studie. V zdvéru teoretické ¢asti pak budou nastinény mechanismy interakce netermélniho plazmatu s
bakteridlnimi buiikami, které jsou zatim nedostatené zmapovany a dosud jsou na toto téma vedeny
cetné vyzkumy [6].

Experimentdlni ¢dst prace se soustfedi na popsani fyzikalnich a technickych parametrd dvou zkou-
manych pfistrojd, uréeni jejich baktericidnich G¢inku a jejich vzajemné porovnani. Nejprve budou po-
drobné popsany parametry obou studovanych pristroji a ndsledné bude pfedstavena experimentdlni me-
toda, kterd byla pouzita k urCeni baktericidnich t¢inkii obou aplikatori. Nakonec budou predneseny
vysledky experimentdlni ¢asti a provedeno porovnani zkoumanych aplikator.

Zavérem prace pak budou ziskané vysledky vyhodnoceny a budou diskutovany potencidlni zptisoby
vyuziti obou studovanych plazmatickych pfistroji pro medicinské acely.



Kapitola 1

Netermalni plazma

Plazma, tj. ¢tvrté skupenstvi hmoty, které tvoii vice nezZ 99% veskeré hmoty ve vesmiru [7]], je defi-
novano jako: ,,Kvazineutrdlni soubor nabitych Castic s volnymi nosici naboju, ktery vykazuje kolektivn{
chovani.*“[8]]. Z hlediska iontové teploty jsou rozliSovany dva zdkladni druhy plazmatu vysokoteplotn{
a nizkoteplotni plazma. Nizkoteplotni plazma, tj. low-temperature plasma (LTP), je pak déle déleno na
termdln{ plazma (TP) a netermdlni plazma, tj. nonthermal plasma (NTP) [7], viz. tabulka[I.1]

Netermalni plazma, Casto také oznaCovano jako nerovnovazné [9]], se na rozdil od termdlniho a vyso-
koteplotniho plazmatu nenachazi v termodynamické rovnovaze (iontova a elektronova teplota se zdsadné
li§1). V rdmci NTP je energie elektrického pole primarné uZita na ohfev elektronové slozky plazmatu,
diky ¢emuZ vznikaji vysokoenergetické elektrony. Naproti tomu ionty a neutrdlni ¢4stice si zachovavaji
nizkou teplotu v rozmezi 300 a7z 10* K. Na zdkladné velkého rozdilu v hmotnostech elektrond, iontd
a neutrdlnich ¢astic je pak makroskopicka teplota netermélntho plazmatu srovnatelnd s teplotou iontd,
nebot’” prave ionty pii interakci NTP s okolni hmotou predavaji okoli energii, ¢imZ se plazma navenek
jevi jako studené dosahujici pfiblizné pokojové teploty [[7].

Pravé tato vlastnost netermalniho plazmatu umoziuje jeho Siroké uplatnéni pri interakci s termola-
bilnimi latkami 3], [9], [10] a [4].

Nizkoteplotni plazma (LTP)

Termdlni plazma (TP) Netermdlni plazma (NTP)
termodynamlcka lokdlni (LTE) ne
rovnovaha
teplota T.~T;~T,<2-10*K T, > T;~ T, =300az 10* K

hustota elektront

n, >10% m=3

ne ~ 1019 m=

zdroje plazmatu

obloukovy vyboj, plazmova po-
chodeii (plasma torch), radio-
frekvencni vézany indukéni vy-
boj...

korénovy vyboj, dielektricky ba-
riérovy vyboj, plazmova tryska
(plasma jet), mikrodutinovy kato-
dovy vyboj...

vyuZziti

plazmové zpracovdni materidlu,
oSetfovani odpadu plazmatem...

medicinské ucely, dezinfekce po-
vrchil, plazmochemie...

Tabulka 1.1: Klasifikace nizkoteplotniho plazmatu.

Mezi dalsi typické znaky NTP patfi relativné nizka elektronova hustota
ne. ~ 10" m~3, moZnost generace plazmatu za atmosférického tlaku a pouze &asteénd ionizace pracov-
niho plynu, v némz je plazma generovano. Typickymi vyboji, jeZ se pro tvorbu netermdalniho plazmatu
8



vyuZivaji, jsou unipoldrni/bipolarni korénovy vyboj a rtizné druhy dielektrickych bariérovych vyboju [[11]],
vice v Kapitole 2]
Jak je vidét na obrazku|l.1|netermélni plazma ptisobi na své okoli 6 zdkladnimi uc€inky:

o clektromagnetické pole

o UV zifeni

o tepelné zareni

o viditelné svétlo

e clektrony, ionty, neutralni atomy/molekuly

e aktivni Castice pochdzejici z atmosféry vyboje, specidlné pro vzduchu jsou to reaktivni formy
kysliku (ROS) a dusiku (RNS), souhrnné RONS.

REAKTIVNI FORMY
KYSLIKU A DUSIKU

IONTY, ELEKTRONY A
NEUTRALNI MOLEKULY

UV ZARENI

NETERMALNi
PLAZMA

VIDITELNE

TEPELNE .
SVETLO

ZARENI

ELEKTROMAGNETICKE
POLE

Obrizek 1.1: Uéinky netermélniho plazmatu za atmosférického tlaku ve vzduchu.

V soucasné dobé existuje fada rtiznych aplikaci netermalniho plazmatu napiiklad v oblasti mediciny
[1l], zemédelstvi [12]], primyslu [3] aj. V ramci této prace budou bliZe pfedstaveny principy na jejichz
zékladé je netermdlni plazma vyuZivdno pro medicinské dcely.

Podrobnosti ohledné interakci jednotlivych sloZzek plazmatu mezi sebou a okolim a jejich vyuZiti v
medicinskych aplikacich bude bliZe popsdno v nésledujicich podkapitoldch [[.T]a[I.2]a v Kapitole 3]



1.1 Srazky v netermalnim plazmatu

Zakladnim mechanismem tvorby vyboje NTP, jeho fyzikélnich vlastnosti a chemického sloZeni jsou
srazkové procesy (reakce) v pracovnim plynu, ve kterém je plazma generovano [13]. V této ¢4sti ka-
pitoly bude kladen ddraz pfedev$im na popsani vybranych klicovych srazkovych procest a reakci, jeZ
maji na fyzikalni a chemické vlastnosti plazmatu zdsadni vliv. Déle pak budou stru¢né uvedeny a vysvét-
leny reakce vedouci k tvorbé reaktivnich forem kysliku a dusiku (RONS), jez patii mezi hlavni strdjce
baktericidnich G¢inki NTP [6], jeZ budou vice rozebrany v Kapitole

Srazkové procesy v plazmatu lze rozdélit do dvou zdkladnich skupin podle vlivu, ktery maji na cha-
rakteristiku vyboje NTP [13]]. Prvni skupinou jsou srdzky ovlivilujici fyzikdlni vlastnosti plazmatu, které
jsou zaroven dileZitymi Ciniteli pfi tvorb€ samotného vyboje. Do této skupiny se fadi napiiklad sraz-
kov4 ionizace, zachyt elektronu, disociace molekuly, excitace, fotodisociace nebo rekombinace. Druhou
skupinou jsou pak srdzkové procesy, téZ nazyvané reakcemi, jez vyznamné ovliviiuji chemické sloZeni
plazmatu, av8ak na tvorbu vyboje a fyzikdlnich vlastnosti zasadni vliv nemaji. Mezi dileZité typy reakci
pak patii slouceni, substituce, disociace a ptenos niboje.

Nejprve budou podrobnéji rozebrany srazkové procesy ovliviiujici tvorbu vyboje a fyzikalni vlast-
nosti NTP.

1.1.1 Townsendova teorie elektronovych lavin

Zékladnim principem, ktery vede ke vzniku samostatného vyboje a tedy i k tvorb€ netermélniho
plazmatu, je tzv. Townsendova teorie elektronovych lavin [[14].

Elektronovd lavina (viz. obrdzek [[.2] niZe) je jev, pfi kterém je mezi dvéma elektrodami elektrickou
silou urychlovan elektron po celé své stfedni volné draze. Tento elektron se ndsledné nepruzné srazi s
neutrdlni ¢astici a je-li jeho kinetickd energie dostatecné vysoka, danou Castici ionizuje, tedy vyrazi z je-
jiho elektronového obalu dalsi elektron. Nové vznikly elektron a piivodni elektron jsou déle urychlovany
elektrickym polem a narazi (nepruzné) do dalSich dvou neutrdlnich Castic, jez opé€t ionizuji, coz vede
ke vzniku dal$ich dvou volnych elektrond. Takto proces pokracuje azZ do doby, kdy nové vzniklé kladné
nabité ionty nevygeneruji dostatecné vysoké pole, které kompenzuje elektrické pole mezi elektrodami.
Diky tomu se jiZ elektrony dostate¢né neurychluji a nedochdzi tak k dal§imu ionizovani neutrdlnich ¢4dstic
a tvorb€ novych elektrond, v disledku ¢ehoz dojde k ustdleni poctu volnych elektronti mezi elektrodami.

) ()

sekundarni

elektron O/’

& %soe/
%//’ "R e
R Tahg<=
R Faes
primarni 4—. O\“Oe/'
elektron 4_. Oe\>

) e -

elektronova lavina

. e
‘ neutralni ¢astice . kladny iont O elektron

Obrazek 1.2: Schématické zobrazen{ elektronové laviny.
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Anglicky fyzik John Sealy Townsend v rdmci své teorie elektronovych lavin stanovil podminku [I.3]
pro existenci samostatného vyboje v plynu mezi dvéma elektrodami. Podminka byla zformulovana na
zakladé zavedeni prvniho a druhého Townsendova koeficientu.

Prvni Townsedlv koeficient a, tj. koeficient objemové ionizace, charakterizuje pocet volnych elek-
tronii ny, viz. vztah[I.1] které vznikly na zakladé spusténi elektronové laviny prvnim volnym elektronem.

ny = ny(e), (1.1)

kde ng je pocate¢ni mnozstvi volnych elektront a d je vzdalenost mezi elektrodami.

Druhy Townsedndv koeficient 7y, tj. koeficient emise, uruje s jakou tcinnosti jsou z katody emi-
tovany sekundarni elektrony po nepruzném ndrazu kladnych ionti vyprodukovanych béhem primarni
elektronové laviny. MnoZstvi elektrond druhé generace n, je pak dédno vztahem [1.2]

no = no(e®™ - 1)y. (1.2)

Townsendova podminka pro existenci samostatného vyboje ma tedy tvar:

no(e®@ — y > np = (% - 1)y > 1. (1.3)

Je-li tato podminka [I.3] splnéna, zacne se mezi elektrodami formovat samostatny vyboj a generuje
se tak netermaln{ plazma. Pokud ke splnéni Townsendovy podminky nedojde, tvorba novych elektroni a
iontl se zpomali aZ vyboj nakonec vyhasne.

1.1.2 Srazky elektronu s ¢asticemi

Srazky elektront s neutrdlnimi, excitovanymi ¢i ionizovanymi ¢asticemi se téZ oznacuji jako elemen-
tarni procesy v plazmatu [13], nebot’ vysledné produkty téchto srazek hraji zasadni roli ve formovani
vyboje a ndsledném chovani a fyzikdlnich vlastnostech netermdlniho plazmatu.

Dtilezité je také zminit, Ze pro netermdlni plazma a jeho vlastnosti jsou vyznamné piedevsim ne-
pruzné srazky, pfi kterych se zachovdva pouze celkova hybnost srdZzky, nikoliv vSak kinetickd energie
[[L3]]. ProtoZe pravé tyto srazky netermalni plazma formuji.

Nyni bude popsano 5 nejéastéjsich srazkovych procesi elektront s ¢asticemi, jez vyrazné ovliviiuji
vlastnosti NTP a jsou dulezZité pro tvorbu RONS.

Tvary obecnych rovnic srdZek pro jednotlivé typy srdZek jsou zaznamendny v tabulce [I.2]na konci
této Casti.

Tonizace

Srazkova ionizace [15]] je viibec nejduleZitéjSim srazkovym procesem v plazmatu. Ve formé elektro-
novych lavin se podili na vzniku samostatného vyboje a je také nedilnou soucasti tvorby RONS.

Nalétavajici elektron ionizuje neutrdlni ¢astici (atom/ molekulu) v piipadé, Ze béhem nepruzné srazky
preda Castici dostatek energie na vyraZeni jednoho elektronu z valenéni vrstvy jejiho elektronového

s ¥ 2z

obalu. Tato energie se oznacuje jako ionizacni energie (potencidl) dané neutrdlni C4stice a musi byt veétsi

s ¥z

nebo rovna vazebné energii elektronu, ktery ma byt z valenéni vrstvy neutralni ¢astice vyrazen.

Excitace

Vv

Excitace [15] je proces, pfi kterém elektron vazany v atomu/molekule prejde z niZ$i energetické
hladiny do vyssi na zdkladé dodédni excitacni energie zvenci. Excitacni energie je rovna rozdilu energii
obou energetickych hladit.

11
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K excitaci neutrdlni ¢astice mizZe dojit pfi nepruzné srazce s elektronem, kdy velikost kinetické ener-
gie, jez nalétavajici elektron Castici predal, je alespoi rovna excitacni energii daného vdzaného elektronu
v Céstici.

Zachyt elektronu

Zachyt elektronu [[15]] je srazkovy proces, jehoZ vysledkem je tvorba zdpornych iontil neboli aniond.
Dulezitym produktem tohoto typu srazek jsou napiiklad volné zdporné iontové radikaly kysliku (O7)
nebo hydroxylovy anion (OH™).

K zéachytu elektronu neutrdlni ¢dstici mize dojit v piipadé, srazi-li se elektron nepruzné s ato-
mem/molekulou s vysokou elektronegativitou, schopnost ¢éstice snadnéji vdzat elektrony. Vysledkem
této srazky je vznik zdporného iontu, pfi¢emz mize a nemusi, v zdavislosti na velikosti kinetické energie,
dojit k jeho excitaci.

Béhem tohoto procesu dochdzi k uvolnéni energie, tzv. elektronové afinity. Tato energie je mnoho-
nasobné mensi nez energie ionizacni, a proto v netermalnim plazmatu mize dochazet k zdniku anioni
béhem tepelnych srazek s ostatnimi tézkymi casticemi.

Disociace molekuly

Nepruzna srazka elektronu s neutrdlni molekulou mtize vést k jeji disociaci [[15]], tj. rozpadu na dvé
neutrdlni, excitované ¢i ionizované molekuly (atomy). Tento proces je velmi duleZity z hlediska produkce
RONS, nicméné k disociaci molekuly je zapotfebi velkého mnoZstvi energie, a proto k ni nedochdzi tak
Casto jako k ostatnim sraZkovym procesim.

Rekombinace

Pfi nepruzné srdzce volného elektronu s kladné nabitym iontem miZe dojit k tzv. rekombinaci elek-
tronu, neboli zakomponovani elektronu zpét do elektronového obalu kationu a uvolnéni pfebyte¢né ener-
gie [16]. Tato energie se oznacuje jako rekombinacni a miize byt vyzafena ve formé fotonu, odvedena ve
formé tepelné energie nebo byt pouZita k disociaci kladné nabitého iontu.

Specidlnim piipadem tohoto typu srazek je disociativni elektron-iontova rekombinace, pii které do-
chéazi ke spojeni volného elektronu s kladnym molekuldrnim iontem za vzniku dvou novych neutrdlnich
molekul/atomd. Béhem této srdzky je prebytecna rekombinacni energie vyuZita pro disociace pivodn{
molekuly na dvé nové €4stice, jeZ v zdvislosti na velikosti rekombinacni energie mohou a nemusi byt ex-
citované. Tato srazka je nejrychlejsim typem rekombinace elektronu v molekuldrnich plynech v objemu
NTP.

1.1.3 Srazky fotonu s casticemi

Srazky fotonu s ¢asticemi se obdobné jako srazky elektront s Casticemi fadi mezi elementarni pro-
cesy v NTP. Pfi nepruzné srazce fotonu s neutrdlni, popiipadé excitovanou ¢astici mize dojit k absorbo-
vani jeho kinetické energie, kterd se pfeméni na vnitfni energii ¢astice.

Mechanismy jednotlivych srdZek jsou velmi podobné srdZkdm elektronu a Castice.

Fotodisociace

NS

Fotodisociace je nejdtlezité€jsim srazZkovym procesem ze skupiny sraZek mezi fotony a neutrdlnimi
molekulami.
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Pribéh fotodisociace je v podstaté stejny jako u elektronové disociace molekuly, jen elektron je
nahrazen fotonem. Obecné miZe mit fotodisociace jeden z nasledujicich pribéhu:

AB+hv > A+ B (1.4)
AB+hv > A"+ B (1.5
AB+hv - A" +B+e, (1.6)

SRAZKOVY PROCES OBECNA ROVNICE SRAZKY

Excitace X+e X +e

Tonizace X+e X" +e +e

Zéchyt elektronu X+e — X,

AB+e > A+B+e,

Disociace molekuly AB+e¢ - A"+B+e,

AB+e - A"+ B+e +e

AB* +e¢” > A+ B,

Disociativni elektron-iontova rekombinace _
AB*+e¢ - A"+ B

Tabulka 1.2: SrdZkové procesy v netermdlnim plazmatu: srazky elektronu s ¢4sticemi, kde X je neutrdlni
Castice v zakladnim stavu, symbol * zna¢i neutrdlni Cdstici v jedenkrat excitovaném stavu, symbol *,
resp. ~ predstavuje kladny, resp. zdporny iont, e~ znaci elektron a AB je neutrdlni molekula sloZena z

neutralni ¢astice A a neutralni ¢astice B.

1.1.4 Srazky ovliviiujici chemické sloZeni plazmatu

TEZzké Castice v netermdlnim plazmatu, jak jiZ bylo feceno v dvodu kapitoly, maji velmi malou ki-
netickou energii, a proto jejich vzajemné srazZky nemaji zdsadni vliv na fyzikdalni vlastnosti ani tvorbu
plazmatu. V piipad€ nepruzné srazky dvou té€zkych ¢astic v§ak oproti elementarnim procesiim dochézi k
chemickym zméndm uvniti NTP. Z tohoto diivodu jsou tyto srazkové procesy oznaCovany jako chemické
reakce [|16].

Tvary obecnych rovnic srdZek pro jednotlivé typy srdZek jsou zaznamendny v tabulce 1.3 na konci
této C4sti.
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Slouceni

Slouceni je chemicka reakci pfi niZ dochdzi ke srdZce dvou neutrdlnich ¢astic za vzniku nové neut-
rdlni molekuly. Béhem této reakce se uvoliiuje energie, kterd novou slou€eninu excituje. Aby se zabranilo
ndsledné deexcitaci a rozpadu nové slouceniny, je typicky po celou dobu reakce pfitomna treti Castice,
jez slouzi k odvedeni prebytecné energie, ktera ji nasledné excituje.

Ptikladem tohoto typu reakci jsou oxida¢né-redukcni reakce.

Substituce

Béhem substituce dochézi k reakci neutrdlni popiipadé excitované ¢i ionizované Castice s neutrdlni
molekulou za vzniku nové molekuly a uvolnéni jiné ¢astice [13]].

Disociace

Disociace [13] je nejddleZitéj$im typem reakce z fady reakci mezi neutrdlni a excitovanou astic.

2 ¥z

Neutralni molekula je excitovanou ¢astici disociovdna bud’ na dvé neutrdlni poptipadé excitované Castice

s ¥z

nebo na jednu ionizovanou a jednu neutrdlni ¢4stici za vzniku volného elektronu.

Prenos naboje

7 Mz

K pfenosu naboje [13]] mtize dochdzet pfi reakci kladného iontu s neutrdlni ¢astici nebo v piipadé
reakce mezi zdpornym iontem a neutrdlni ¢astici. Pfenos zadporného ndboje je typickou reakci zejména v
netermalnim plazmatu v némz je pritomen elektronegativni plyn, napt.: kyslik (O»).

SRAZKOVY PROCES (REAKCE) OBECNA ROVNICE REAKCE
Slouceni X+Y+M->XY+M
Substituce A+BC - AB+C

X*+AB — X + A" + B®,

Disociace X +AB—> X+A"+B+e

AT+B—> A+ B,

Pfenos naboje A"+ B oA+ B

Tabulka 1.3: Srazkové procesy v netermdlnim plazmatu: reakce dvou Céstic, kde X je neutrdlni Castice
v zékladnim stavu, symbol * zna¢i neutrdlni ¢éstici v jedenkrat excitovaném stavu, symbol *, resp. ~
predstavuje kladny, resp. zadporny iont, e~ znaci elektron a AB je neutrdlni molekula sloZena z neutraln{
Céstice A a neutrdlni ¢éstice B.
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1.1.5 Tvorba reaktivnich forem kysliku a dusiku

Tvorba RONS je esencidlni predev§im pro baktericidni vlastnosti netermélniho plazmatu (vice viz.
Kapitola[3)) a je pfimo zdvisld na volbé& pracovniho plynu.

Jak uZ vyplyva z ndzvu, RONS vznikaji jako produkty chemickych reakci pokud je v reakci pfito-
men kyslik (O,) a/nebo dusik (N;). Na zdkladé této podminky je mozné vyrabét RONS v NTP dvéma
zptsoby [[17]. Prvnim zptisobem je tvorba RONS v ramci plazmového vyboje za piitomnosti kysliku
(03), dusiku (N») nebo jejich smési. Takto generované RONS se nazyvaji primarnimi a jsou piitomny uz
v samotném vyboji NTP. Druhym zplsobem je tvorba RONS pri kontaktu plazmového vyboje s Cistym
kyslikem (O»), dusikem (N) nebo jejich smési. Tyto RONS se nazyvaji sekundarnimi a jsou pfitomny
az v plasma afterglow (dopadovy kuZel ¢éstic, jez se §ifi od konce plazmového vyboje [[18]).

Pro generaci primarnich RONS se nejcastéji pouZiva jako pracovni plyn Cisty kyslik (O,), dusik
(N2), vzduch a nebo vzicné plyny, pfedevsim argon (Ar) a helium (He), obohacené o piimési kysliku
(0y), popripadé dusiku (N;). Mnozstvi vyprodukovanych RONS je zavislé na mnoZstvi kysliku (O;) a
dusiku (N3) v pracovnim plynu.

Generace sekundarnich RONS probiha nejcastéji pfi interakci plazmového vyboje s okolnim vzdu-
chem. Jako pracovni plyn je zde mozné pouZit Cisté vzacné plyny (argon, helium...) nebo plyny oboha-
cené o ptfimési kysliku (O;) a dusiku (N,) obdobné jako pfi generaci primarnich RONS. V z4dvislosti na
pracovnim plynu se budou generovat bud’to pouze sekundarni RONS a primarni aktivni ¢astice podle
druhu pracovniho plynu, napiiklad argonové kationy (Ar*). Nebo primérni i sekunddrni RONS, bude-1i
v pracovnim plynu pfitomen kyslik (O,), dusik (N;) nebo jejich smés.

Pti pouziti vzduchu pro vyrobu primdrnich, popiipadé sekundarnich RONS hraje velkou roli i vzdu$na
vlhkost, neboli mnoZstvi vody (H,O) pfitomné ve vzduchu. Mezi reaktivni formy kysliku se fadi i vysoce
reaktivni hydroxylové radikaly (OH'), hydroxylové aniony (OH™), peroxidové radikély (HO5), peroxid
vodiku (H>O5) a dalsi [17]], jez ke své vyrobé potiebuji pfitomnost vodiku (H;) popripadé vody (H,O),
jak bude uvedeno v tabulce|1.4|nize. Tyto reaktivni formy kysliku jsou brany za jedny z hlavnich strijci
baktericidnich d¢inkd NTP [6]].

V tabulce niZe jsou ukazany nekteré zakladni a nejCastéjsi srazkové a reakCni procesy, jez ve-
dou ke vzniku primarnich a sekunddrnich RONS v netermalnim plazmatu, jehoZ pracovnimi plyny jsou
vzduch, argon, popfipadé sméesi obohacené o kyslik (O) a dusik (N5).

Priklady konkrétnich RONS dileZitych pro baktericidni i¢inky netermdlniho plazmatu budou uve-
deny a bliZe popséany v Kapitole [3| zabyvajici se interakci NTP s bakteridln{ buiikou.

1.2 Vyuziti netermalniho plazmatu pro medicinské ucely

Studium netermalniho plazmatu pro jeho potencidlni medicinské aplikace je jednim z nejmladSich
odvétvich plazmové védy, nazyvanym téZ plazmova medicina [[1]. V soucasné dobé patii mezi nejvice
zkoumané medicinské aplikace NTP hojeni chronickych ran a koZni infekce; oSetfovani tkané dutiny
ustni a kandlkd zubnich kofenil; modulace srazlivosti krve a 1é¢ba rakoviny [3]].

Prvni pokusy zkoumajici netermdlni plazma z biomedicinského hlediska zacaly uz v poloviné de-
vadesatych let minulého stoleti [[1]]. Z pocatku byly zkoumany predev§im moZné baktericidni tcinky
dielektrického bariérového vyboje v interakcei s povrchy a kapalinami, vice viz. Kapitola[2]a[3] Brzy na-
sledovaly prvni experimenty s dezinfekci ran, zvySovanim proliferace (novotvoreni) fibroblastt (zdkladni
buniky vazivové tkdné schopné vytvéret vSechny typy mezibunééné hmoty) a oddélovani bunék.

V roce 2005 pak relativné maly obor plazmové mediciny zaznamenal prvni vét§i narist zdjmu ze
strany plazmovych fyzikd zabyvajicich se nizkoteplotnim plazmatem a od té doby zdjem védecké i me-
dicinské obce a verfejnosti neustdle roste [1I]. Tento narist zajmu vyustil v roce 2010 ve zfizeni prvnich
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SRAZKY ELEKTRONU S CASTICEMI

e +N, > Nyt +e +e,

Tonizace _ -
e +0, >0 +e +e,

Zachyt elektronu e +0, > 0y

e +H,0—->O0OH +H,
€7+02—> 102+€7,
e +0,>0+0+¢e,

e +H,0—->OH +H +¢,

Disociace molekuly

e +N,>N+N+e™

SRAZKY FOTONU S CASTICEMI

Oy +hvy — O* + O,

Fotoionizace H,0 + hy — H' + OH*

SRAZKY OVLIVNUJICI CHEMICKE SLOZENI PLAZMATU

O+ 02 + M- 03 + M(N2,02),
OH + OH + M — H,0;, + M(N,, 0,),

Slouceni
H +0,+N, »> HOy + N,
N+OH — NO+H,
Substituce
NO + 03 - NO; + O,
Disociace Ar'+ 0, > Ar+0+0

Tabulka 1.4: Tvorba reaktivnich forem kysliku a dusiku: atomarni kyslik (0), singletovy kyslik (10»),
ozon (O3), superoxidovy aniont (O;"), hydroxylové radikdly (OH"), hydroxylové anionty (OH™), pero-
xidové radikédly (HO,), peroxid vodiku, atomérni dusik (N), oxid dusnaty (NO), oxid dusicity (NO)
(H,0,), symbol * znali excitovany stav atomu/molekuly, symbol * znadi jedenkrdt ionizovany stav
atomu/molekuly a M predstavuje doprovodnou C4stici jeZ prejimd prebytecnou energii z reakce [[19].
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klinickych testd a v roce 2013 byla prvnim dvéma plazmatickym aplikdtortim PlasmaDerm a kINPen
MED viz. obrazek [I.3] vyvinutym v Némecku, udélena certifikace CE [2]. Tato certifikace oznaCuje
dany produkt za zdravotnické zafizeni a umoZiiuje jeho volné uvedeni na trh v rdmci EU. Rok 2013 tedy
byl pro obor plazmové mediciny zlomovy, nebot’ umoznil uz pfimé nasazeni plazmovych pristroju k
dennimu uzivani v ramci 1ékatskych zakrokd.

Gasfluss [sim]

gneoplas

kINPen MED

D>

o

(a) KINPen MED
(b) PlasmaDerm

Obrazek 1.3: Prvni dva NTP aplikatory s CE certifikaci [2].

V nésledujicich letech se zaméfeni plazmové mediciny zacalo pomalu roz§ifovat o dal$i moZzné apli-
kace netermdlniho plazmatu zejména pak o potencidlni uplatnéni pfi 1é€bé rakoviny, coZ mélo v roce
2019 za nésledek zfizeni prvnich klinickych studif se zaméfenim na lécbu rakoviny v USA [1].

Riiznd uplatnéni netermalniho plazmatu v mediciné by se dala rozdélit do ¢tyf zdkladnich skupin:
dermatologie, stomatologie, chirurgické zakroky a 1é¢ba rakoviny. Vyzkumy zkoumajici jednotlivé zpa-
soby vyuZiti NTP v jednotlivych okruzich mediciny jsou kazdy v jiném stiddiu vyvoje od predbéZnych in
vitro experimentd, pres in vivo experimenty az po klinické studie a konkrétni uplatnéni v praxi. Pfestoze
narust experimentdlniho zkoumani a vyvoje novych plazmovych piistroji je stale vétsi, zatim nelze mlu-
vit o stoprocentni integraci plazmové mediciny mezi ostatni medicinské obory v praxi béZné vyuzivané
[4].

Hlavni prekazkou pro zaclenéni plazmovych aplikdtorti mezi ostatni nastroje mediciny je velka kom-
plexnost jednotlivych procesti odehravajicich se pfi interakci NTP s oSetfovanymi oblastmi [20], kdy
vétSina mechanismu Gc¢inkd NTP jesté neni podrobné prozkoumana a popsdna a u mnohych z nich tak
neni zndma piesnd pficina a mozné disledky jejich pisobeni. Jak bude podrobnéji popsano v Kapitole
jedna se o velice komplikované bio-chemicko-fyzikalni procesy, jez dosuud nebyly diikladné zma-
povany. I toto je divod proc stdle probiha velké mnoZstvi in vitro experimenti zkoumajici rizné typy
plazmovych pfistroji a jejich interakci jak s prokaryotnimi tak eukaryotnimi burikami.

Na zdkladé vyvoje vétstho mnozZstvi potencidlnich plazmovych aplikdtorti vSak vyvstaly otazky
ohledné bezpecnosti jejich pouZivani pfi oSetfovani lidskych tkdni. V odpovéd’ na tyto obavy probéhlo
jiz né€kolik vyzkumdu [[1I], [3] a vSechny zatim potvrzuji naprostou bezpecnost metod spojenych s vyu-
Zitim netermdlniho plazmatu. Zaroven se vznikem nékolika jiZ certifikovanych plazmovych aplikatori
vyuZzivanych v 1ékarstvi vyvstavaji otdzky na mozné nezaddouci ucinky spojené s dlouhodobym uzivanim
téchto pfistroji a je tak potfeba zaméfovat studie i na zkouman{ pacient v dlouhodobém horizontu po
osetfeni netermalnim plazmatem [2].

Nyni budou bliZe popsdna mozna uplatnéni NTP v rdznych okruzich mediciny.

Mezi odvétvi, na které je v soucasné dob€ kladen asi nejvétsi diraz v rdmci vyvoje a testovani
plazmovych aplikator(, patii bezpochyby dermatologie [3l], [4], [2]. Pfi 1é¢bé chronickych ran a riznych
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typt koznich onemocnéni jako jsou napiiklad bércové viedy, dermatitida, ekzém atd. plazmové aplika-
tory vyuzivaji vlastnosti neterméalniho plazmatu, které i v malém mnoZstvi mohou plsobit zhoubné na
prokaryotni buiiky (bakterie, sinice). Tato vlastnost NTP tedy umoZiiuje dezinfikovat lidskou pokozku a
zaroven napomdhat jejimu hojeni. V piipadé oSetfovani chronickych ran je netermalni plazma schopné
ranu dikladné vydcistit, aniZ by poskodilo zdravou tkan. Rizné vyzkumy [3]] navic ukdzaly prokazatelné
urychleni a zménu mechanismti hojeni u ran oSetfovanych netermalnim plazmatem. Velkou vyhodou
1é¢by koznich onemocnéni pomoci netermélniho plazmatu je také jeho bezpecné, bezkontaktni a bezbo-
lestné pouziti.

Dalsi slibné vysledky ukazuji vyzkumy a klinické studie zaobirajici se aplikaci netermdlniho plazmatu
ve stomatologii [3]], [4], [21]. V rdmci tohoto medicinského odvétvi nachdzi své nejvétsi uplatnéni foku-
sované aplikdtory netermdlniho plazmatu, jako jsou plasmové trysky a plazmové jehly (viz. sekce [2.3)).
Mezi zakroky, které mohou potencidlné vyuzivat aplikatori NTP patii: Cisténi a dezinfekce tkané dstni
dutiny nebo kandlkid zubnich kofend; modifikace povrchti zubnich implantati; zlepSeni adheznich vlast-
nosti pri aplikaci zubnich implantatd ¢i preventivni oSetieni zubl pro zabranéni tvorbé zubniho kazu.
Velkou vyhodou pfi provadéni téchto zakrokid je fakt, Ze nedochdzi k nezadoucimu ovliviiovani sloZeni
materidlti zubniho povrchu ani jeho struktury [3]].

Z hlediska chirurgie je velmi dileZitou vlastnosti netermalniho plazmatu jeho schopnost ovliviiovat
koagulaci (srazlivost) krve [20], jeZ mlize zabranit neZadoucim ztratam krve pri operativnich zdkrocich.

V nékolika poslednich letech se také zacind zkoumat netermélni plazma z hlediska jeho mozného
vyuZiti pfi 1é¢bé rakoviny [20],[3], [4]. In vitro experimenty ukazuji schopnost netermalniho plazmatu
vyvolat apoptézu (programovatelnou bunécnou smrt) u urcitych typt rakovinnych bunék, napt.: gliob-
lastomy, buriky rakoviny Zaludku, vajenikl atd. Béhem in vivo experimentii na myS$ich bylo prokaza-
telné pozorovdno zmensSeni nddoru po aplikaci netermdlniho plazmatu. VSechny tyto vysledky jsou vSak
pouze predbézné a je zapotiebi jeste rozsdhlého vyzkumu a klinickych studii, které doktorim a védctim
umozni 1épe pochopit jednotlivé mechanismy vedouci k potencidlnimu vyuZiti netermdlniho plazmatu
jako doprovodné metody pro 1é¢bu rakoviny, napriklad v kombinaci s chemoterapii nebo radioterapii.
V souvislosti s 1écbou rakoviny se uvazuji dva odlisné zplsoby vyuZiti netermalniho plazmatu. Prvnim
je pfima aplikace plazmatu na nadorové 1éze druhym pak uZiti plazmatem aktivovanych roztokd (PAS)
jako novy typ chemoterapie, z divodu jejich snadnéjsi aplikace do oSetfovanych oblasti, vice viz. [22]].

Kromé vyse zminénych oblasti, existuje celd fada dalsich zkoumanych potencidlnich aplikaci NTP
v medicin€, napfiklad preventivni oSetfovani endotrachedlnich tubust (tubusy pouZivané pro zajistén{
prichodnosti dychacich cest) [21]] nebo inhalace netermdlniho plazmatu za tcelem sniZzeni krevniho
tlaku a zvySeni koncentrace oxidu dusnatého (NO) v aorté bfisni (zkouméno na krysdch) [20].
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Kapitola 2

Zdroje netermalniho plazmatu

V této kapitole bude blize popsana problematika rtiznych typd zdroji netermalniho plazmatu z hle-
diska fyzikdlniho a inZenyrského. Hlavni diraz bude kladen na popsani plazmové trysky a plazmovych
aplikdtor na bazi korénového vyboje, nebot’ pravé plazmatické pristroje téchto typl jsou predmétem
experimentélniho zkoumdni této prace.

Zdroje netermalniho plazmatu operujici za atmosférického tlaku 1ze obecné rozdélit do tfi zakladnich
kategorii podle zptisobu usporadani elektrod, mezi kterymi je plazma generovéano, vic¢i oSetfovanému
vzorku. Tyto tfi kategorie jsou: pifimé, nepiimé a hybridni zdroje NTP [23]. Zarover je u jednotlivych
plazmatickych aplikatort dilezité rozliSovat dva zakladni zplsoby oSetfeni/sterilizace a to kontaktn{ a
bezkontaktni [18]].

V piipadé kontaktniho zptisobu oSetien{ je dany vzorek umistén piimo do plazmatu, popiipadé je
oSetfovan v tésném kontaktu s koncem plazmového vyboje. Naproti tomu v rdmci bezkontaktniho oSet-
fovani plazmatem je vzorek od konce plazmového vyboje vzdalen a pfichazi tak do kontaktu pouze se
zbytkovym tepelnym a UV zédfenim a reaktivnimi Casticemi, jeZ jsou soucdsti tzv. plasma afterglow,
dopadového kuzele Castic, jeZ se $ifi od konce plazmového vyboje.

Piimé zdroje plazmatu se vyznacuji pouZitim oSetfované oblasti jako protielektrody a plazma je tak
generovano mezi elektrodou, kterd je soucasti pristroje a samotnou oSetfovanou oblasti. U tohoto typu
zdrojt tedy dochdzi pouze ke kontaktnimu zptisobu sterilizace plazmatem. K nejrozsifenéj$im druhiim
pfimych zdroji plazmatu patii tzv. objemovy bariérovy vyboj (VDBD), ktery je specidlni konfiguraci
dielektrického bariérového vyboje (DBD), a jenZ bude bliZe popsdn v nésledujici casti [24]].

Mezi hlavni vyhody piimych zdroji plazmatu patii zejména umisténi oSetfované oblasti piimo do
plazmatu, coZ ma za nasledek vystaveni této oblasti nejvyssi mozné koncentraci reaktivnich ¢astic (RONS),
oSetfeni. Tento zplsob oSetfovani je vyhodny zejména pro rizné typi povrchi a anorganické materi-
aly, jeZ nejsou termolabilni [24]. AvSak nemusi byt vyhodou v pfipadé interakce NTP s lidskou po-
kozkou/tkan{i, kdy mize, napiiklad vlivem silné&jsiho elektrického pole a vyssi teploty, dojit k popélen{
pokoZzky. Tento jev je samoziejmé u 1écby jakychkoliv onemocnéni velmi neZddouct a je proto dileZité
omezovat velikost proudu ve vyboji kapacitou konfigurace elektrod, ¢imz lze dosdhnout bezbolestného
zptsobu oSetien{ [10].

Hlavni nevyhodou aplikdtord s pfimymi zdroji plazmatu je pozadavek na dodrZovani konstantni
vzdélenosti mezi elektrodou a protielektrodou (oSetfovanou oblasti), aby se zamezilo nestabilnim vy-
kyviim vyboje generujici plazma. A proto je vyhodné pouZivat tyto typy aplikatorti pouze pro oSetiovani
rovnych ploch libovolné velikosti [9]].

Nepiimé zdroje plazmatu v sobé maji, oproti pifimym zdrojim, zabudované dvé a vice elektrod a
plazma je tedy tvofeno piimo uvniti pfistroje. Do oblasti, kterd je plazmatem oSetfovana, je plazma na-
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sledné transportovano pracovnim plynem nebo diftizi. Toto uspofdddni umoZziiuje vyuZivat jak kontaktni
tak bezkontaktn{ zpiisob oSetieni [9]. Mezi plazmové aplikatory vyuZivajici nepfimé zdroje NTP patii
rizné druhy plazmovych trysek (plasma jet), plazmovych jehel (plasma needle), plazmovych pochodni
(plasma torch) apod. [25]. Jednotlivé typy nepiimych zdroji netermélniho plazmatu a aplikatord, jez je
vyuZivaji, budou bliZe popsany v ndsledujicich sekcich kapitoly [2.2]a[2.3]

Diky velkému mnoZstvi riznych typu piistroju, fungujicich na principu nepiimého zdroje plazmatu,
je zde na rozdil od pfimych zdroji moZnost velké variability mezi velikostmi oSetfovanych oblasti, uspo-
fadanim elektrod, volbou pracovniho plynu, zdroje napéti a dalSich parametrt [25]].

Oproti pfimym zdrojim plazmatu je u aplikdtor vyuzivajicich nekontaktni zptisob oSetfeni mnohem
niz8i koncentrace reaktivnich ¢astic, coz miZe mit za nasledek prodluZovani Cast osetfeni a tedy niZs{
ucinnost nez napiiklad piistroje pouZivajici dielektricky bariérovy vyboj jako pfimy zdroj NTP [23]].

Nejnovéjsim piistupem k vyrobé plazmatickych aplikdtord je vyuZzivani tzv. hybridnich zdroji NTP,
které v sob€ spojuji vyhody pfimych a nepfimych zdroji netermélniho plazmatu. V soucasné dobé je
kladen nejvétsi diraz na rozvoj a zkoumani SMD (surface mount device) elektrod, vice viz. [23]].

V nasledujici ¢asti budou bliZe rozebrany dva hlavni typy vybojd, které 1ze k tvorbé netermélniho
plazmatu za atmosférického tlaku pouZit: dielektricky bariérovy vyboj a korénovy vyboj vletné je-
jich moZnych implementaci pri sestavovani plazmatickych aplikdtorti. Hlavni diraz bude kladen, jak
jiZ bylo zminéno vySe, pfedev§im na zdporny korénovy vyboj jako zdroj NTP a plazmovou trysku jako
typ plazmatického pfistroje, jeZ jsou predmétem experimentalniho zkoumani této prace.

2.1 Dielektricky bariérovy vyboj

Jednim ze zptisobd, jak generovat netermdlni plazma, je tzv. dielektricky bariérovy vyboj, zkracené
DBD (dielectric barrier discharge). Tento typ vyboje ma vyuziti jak pfi pifimych, tak i pfi nepfimych
aplikacich plazmatu. Obecné je DBD generovdno mezi dvéma a vice elektrodami z nichZ alespoi jedna
musi byt pokryta dielektrikem, které limituje velikost prochazejiciho elektrického proudu a zabranuje
tak zakfivovani vyboje [23].

Podle zptisobu vyuZiti a konfigurace elektrod je mozné DBD déle rozliSovat na objemovy dielek-
tricky bariérovy vyboj, tj. VDBD (volume dielectric barrier discharge), povrchovy dielektricky bariérovy
vyboj neboli SDBD (surface dielectric barrier discharge) a koplanarni dielektricky bariérovy vyboj [10].

Objemovy dielektricky bariérovy vyboj (VDBD) se fadi mezi piimé zdroje plazmatu vyuZivajici
pouze kontaktni zptisob oSetifeni. OSetfovana oblast tedy slouZi jako protielektroda a vyboj je generovan
mezi elektrodou pfistroje a oSetfovanou oblasti, kterd je tak vystavena pfimému kontaktu s plazmatem,
jak je vidét na obrazku [2.1| niZe.

Konfigurace VDBD byva téZ oznacovana jako konfigurace plovouci elektrody [23]], nebot’ pfi oSet-
fovani povrchu objemovym bariérovym vybojem je moZné s piistrojem po povrchu, nebo s povrchem
samotnym, pohybovat a tak neustdle ménit protielektrodu, kterou je samotny osetfovany povrch. Jednim
z prikladi tohoto zpisobu vyuziti VDBD je oSetfovani lidské pokozky, jak je také vidét na obrazku

Mezi nepiimé zdroje plazmatu pracujici s dielektrickym bariérovym vybojem se fadi povrchovy a ko-
plandrni bariérovy vyboj. V piipadé obou téchto uskupeni je plazma generovdno na povrchu dielektrika
a lze tak vyuzit jak kontaktniho tak bezkontaktniho zptisobu oSetieni [[11]].

Na obrazku [2.1]jsou ukdzdny moZné konfigurace elektrod pro povrchovy a koplandrni bariérovy vy-
boj. Zakladni rozdil mezi témito dvéma druhy nepiimych zdrojui je v postaveni elektrod a dielektrika vici
sob&. V piipadé povrchového bariérového vyboje je dielektrikum umisténo mezi dvé elektrody. Naproti
tomu u koplanarniho uskupeni jsou elektrody umistény v dielektriku paralelné vedle sebe. Toto usku-
peni ma navic jesté jednu vyhodu. Jsou-li do dielektrika umistény stiidavé uzemnéné a vysokonapét’ ové
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elektrody, je tak mozné vytvofit ve své podstaté nekonecné velkou plochu plazmatu, kterou je mozné
nasledné vyuZit pfi oSetfovani velkych rovnych ploch [10].

Objemovy bariérovy vyboj Povrchovy bariérovy vyboj Koplanarni bariérovy vyboj

@ zdroj vysokého napéti mmmmm dielektrikum plazma

=L uzemneni B clekiroda m oZetfovany objekt (tkéri)

Obrazek 2.1: Zakladni konfigurace dielektrického bariérového vyboje [10].

Obrazek 2.2: Uskupeni plovouci elektrody s dielektrickym bariérovym vybojem [26]

2.2 Korénovy vyboj

Dalsim zptisobem jak generovat netermdlni plazma za atmosférického tlaku je tzv. korénovy vyboj.
Korénovy vyboj obecné vznika na ostré hrané elektrody, umisténé v pracovnim plynu (vzduch, argon,
helium...). Na hrané této elektrody je generovdno velmi silné elektrické pole vlivem malého poloméru
ktivosti, jeZ pti prekrocCeni tzv. pocatecniho napéti vede ke vzniku samostatného vyboje. Pocateni napéti
je hodnota, pfi jejimz prekroceni za¢ind vyboj samostatné hotet a nové ¢astice vznikaji prostfednictvim
srazkové ionizace [11]].

Tento typ vyboje, ktery je charakterizovan vytrysky drobnych sviticich paprski, coZ je zpravidla
doprovazeno charakteristickym praskanim, je mozné pozorovat napiiklad na sloupech vysokého napéti,
popiipadé na hrandch stiech, ¢i hromosvodi pied boutkou ve formé tzv. Elid§ova ohné [27]], jak je vidét
obréazku 23] niZe.
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(a) Korénovy vyboj na véZich ka- (b) Korénovy vyboj na prenosovém vedeni [29].
tedraly [28]].

Obrézek 2.3: Ptiklady ElidSova ohné.

Podle polarity elektrod jsou rozliSovany dva zdkladni druhy korénového vyboje: kladny korénovy
vyboj a zdporny korénovy vyboj [L1]], jak je vidét na obrazku[2:4]
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laviny \ Ofa'"u o laviny g \
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l ’ l
oblast ionizace oblast ionizace
oblast driftu oblast driftu
(a) Zaporny korénovy vyboj. (b) Kladny kor6novy vyboj.
I  uzemnéna elektroda Ozéporny jont . kladny iont e~ elektron Omolekula

Obrazek 2.4: Schématické zobrazeni korénového vyboje [30].

Jak je z obrazku[2.4a] patrné, zdporny korénovy vyboj vznikd na ostré hrang zdporné nabité elektrody,
ze které jsou do okolniho prostoru emitoviny elektrony. Tyto elektrony jsou ndsledné urychlovdny silnym
elektrickym polem smérem k uzemnéné elektrodé. V tésné blizkosti katody dochdzi vlivem elektrono-
vych lavin k velkému mnozZstvi ionizacnich procest, tj. sraZek elektronti s molekulami elektronegativniho
plynu (plyn jehoZ atomy/molekuly snadno pfijimaji volné elektrony napiiklad kyslik (O;)). S rostouci
vzdalenosti od zdporné elektrody elektrické pole slabne, elektrony zpomaluji a pfi srazkach s moleku-
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lami pracovniho plynu dochézi k zachytu elektronil za vzniku zdpornych iontl, které jsou pfitahovany
k uzemnéné elektrodé. Tato oblast zpomalenych elektront je nazyvana oblasti driftu, ve které elektrické
pole fidi drift elektrond, dokud se nedostanou az k uzemnéné elektrodé, popt. nejsou zachyceny mole-
kulou a nevytvoii tak zdporn€ nabyty iont [30].

Presunem téchto iontl a elektront podél elektrického pole smérem k uzemnéné elektrodé vznika tzv.
iontovy vitr [30]]. V ptipadé zaporného korénového vyboje je tento vitr relativné pomaly s velkou aktivn{
oblasti.

Kladny korénovy vyboj, viz obrazek [2.4b] vznika na ostré hrané kladné nabité elektrody. Elektrony,
jez jsou na povrchu anody generovany fotoemisi, jsou v oblasti ionizace, stejné jako v piipadé zdporného
korénového vyboje, urychlovany elektrickym polem a vznikaji tak opét elektronové laviny, které ionizuji
neutrdlni molekuly v pracovnim plynu. Oproti zdporné koréné jsou vSak elektrony, jeZ dosdhnou hranice
ioniza¢ni oblasti pritahovany zpét ke katod€ a iontovy vitr je tak tvofen kladnymi ionty, které se driftem
presouvaji smérem k uzemnéné elektrodé a molekulami, jimz kladné ionty pii srazce preddvaji Cast své
energie [30].

Oproti zapornému korénovému vyboji je iontovy vitr kladné kor6ny mnohem rychlejsi, ale v da-
sledku pritahovani elektront zpét k anodé, je jeho aktivni oblast velice mala a soustfed’uje se prevazné
kolem stiedové osy vyboje [30].

Specidlnim piipadem korénového vyboje je tzv. bipoldrni korénovy vyboj, jenZ dohromady spojuje
jak zaporny, tak kladny korénovy vyboj diky konfiguraci dvou opacné nabitych elektrod proti sobé [31]].
Na katodé se tak generuje zdpornd kordna a zaroven na anodé vznikd kladnd kordna a reaktivni Céstice z
obou vyboji jsou pfitahovany k protilehlym elektrodam, ¢imz se zvySuje mnoZstvi srazek a tim padem i
koncentrace reaktivnich ¢éstic, jeZ v rdmci tohoto vyboje vznikaji.

2.2.1 Plazmové aplikatory

Plazmové aplikdtory vyuZzivajici jako zdroj plazmatu korénovy vyboj se fadi mezi nepfimé zdroje
NTP, kdy reaktivni Castice, vznikajici pfi interakci vyboje s pracovnim plynem, ndsledné difunduji ven z
plazmatu. Tyto difundujici ¢astice vytvareji shluk pohybujicich se ¢astic kuzelovitého tvaru, nazyvajici
se plasma afterglow [18]], ktery ndsledné ptisobi na oblast, jeZ je plazmatem oSetfovana. Podobné jako v
piipadé pristroji s DBD lze i aplikatory s korénovym vybojem vyuZivat ke kontaktnimu i bezkontakt-
nimu oSetieni [32].

Aplikatory NTP pracujici na bazi korénového vyboje lze rozdélit do ti{ zakladnich skupin podle
typu vyboje, jimZ je plazma generovéno, na: aplikdtory se zdpornym korénovym vybojem, kladnym
korénovym vybojem a bipolarnim korénovym vybojem.

Nejcastéji pouzivanym uspordddnim elektrod v piipadé€ plazmovych aplikatort se zapornym/kladnym
korénovym vybojem je tzv. point-to-plane konfigurace [[L1]. Jak je patrné z obrazku[2.5a] toto uspofadani
sestava z jedné hrotové zaporné/kladné nabité elektrody a jedné ploché uzemnéné elektrody.

Obdoba této konfigurace je pouZivéana i v pripadé aplikatora s bipolarnim korénovym vybojem, kdy
muzZe byt plochd uzemnéna elektroda vyménéna napiiklad za prstencovou elektrodu ¢i desti¢ku s pro-
hlubn{ uprostied [33]], viz. obrazek [2.5b

2.3 Plazmova tryska
Plazmovou trysku, tj. plasma jet, 1ze podobné jako povrchovy dielektricky bariérovy vyboj vyuZzi-

vat v podobé piimého i nepfimého zdroje NTP, jak ke kontaktnimu, tak i bezkontaktnimu oSetfovan{
vybranych objektt [23]]. V soucasné dobé patii plasmové trysky mezi komeréné nejrozsifenéjsi zdroje
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Obrazek 2.5: Schématické zobrazeni konfigurace elektrod pro generaci korénového vyboje.

netermdlniho plazmatu a to nejen v oblastech medicinského vyuZziti, ale také v oblasti dpravy a oSetfovan{
povrch.

Vyvoj plazmovych trysek zapocal jiZ koncem padesatych let minulého stoleti [34]. Zpocatku se vSak
veskeré vyzkumy soustiedily pouze na vyvoj plazmovych trysek s lokaln¢ termalné stabilnim plazmatem
tj. termalnim plazmatem, jehoZ teplota pfesahovala 10 000 K, za tucelem prozkoumat moZnosti plazmo-
vych pohonl. AZ na pfelomu dvacatého a dvacatého prvniho stoleti zacali védci prichdzet s mySlenkou
plazmovych trysek fungujicich na bazi netermélniho plazmatu o teploté v rozsahu 300 az 1000 K.

Za poslednich dvacet let byl kladen velky ddraz na zkoumani a vyvoj plazmovych trysek s neter-
malnim plazmatem, které by bylo moZné vyuZit v medicinskych aplikacich. Poslednim trendem v této
oblasti je pak miniaturizace samotnych plazmovych trysek, jeZ ma umoznit snadnéjs$i manipulaci a pfi-
padny pievoz piistroju.

Diky poslednim deseti letim intenzivniho rozvoje netermalnich plasmovych trysek doslo k velkému
rozriiznéni jejich charakteristik a inZenyrského zpracovani. Lu, Laroussi a Puech (2012) [25] proto prisli
se zakladnim prehledem a klasifikaci znamych typl plazmovych trysek, které rozd€lili do Ctyf hlavnich
skupin podle zpusobu, jakym je NTP v plazmové trysce generovano, na: trysky elektrodové bez dielek-
trika, trysky s dielektrickym bariérovym vybojem (DBD), trysky s vybojem podobnym DBD a jedno
elektrodové trysky.

Kromé typt vyboji jejichZ pomoci je plazma generovano, je mozné plazmové trysky délit i podle
napdjecich zdroji na: trysky se zdrojem stfidavého proudu, trysky se zdrojem stejnosmérného proudu,
trysky s radio-frekvenénim zdrojem a trysky s mikrovinnym zdrojem plazmatu [34].

Kazda z téchto skupin se lisi nejen typem vyboje, ktery pouzivd, ale také uspofddanim elektrod
a ostatnich c¢asti uvnitf plazmové trysky. SpoleCnym znakem vSech plazmovych trysek je pak jejich
zédkladni konfigurace. Kazda plazmova tryska obsahuje plynovou trysku a jednu, dvé nebo vice elektrod,
mezi kterymi je plazma generovdno. Odtud je pak pomoci pracovniho plynu plazma transportovdno az
k objektu (oblasti), jez je oSetiovan. Zpisobt, jakymi lze usporadat elektrody uvnitf plazmové trysky, je
hned nékolik. Sedm nejpouzivanéjsich konfiguraci [34] je schématicky zobrazeno na obrazku [2.6] niZe.

Konfigurace 1 na obrazku[2.6]je zdstupcem uspofddani elektrod, jenz se vyuZziva pro termélni plazmové
hotédky s prendsenym obloukem (typ obloukového vyboje, kdy je oSetfovany materidl pouZzit jako pro-
tielektroda a vyboj je tak generovdn mezi elektrodou hofdku a oSetfovanym materidlem). Pokud je vSak
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tato konfigurace dostate¢né miniaturizovand a napojena na zdroj stejnosmérného/sttidavého proudu nebo
rddiovych vin, je mozZné ji pouZzit i pro sestrojeni netermdlni plazmové trysky.

Konfigurace 1 Konfigurace 2

[ trubka

plym —

Konfigurace 3 Konfigurace 4

ra

A
)

plyn

Konfigurace 6

Konfigurace 7

piyn

. oblast plazmatu IEXR ==kirods 1 [ izolator neba kov (I) zdraj vysokeho napadl @ zdroj mikrovinnehao zareni
/ proud plynu m elekirods 2 | — é zdroj vysokého proudu D mikrovinny rezonstor

Obrazek 2.6: Schématické zobrazeni sedmi zdkladnich konfiguraci plasmovych trysek [34].

Plazmové trysky vyuZivajici dielektricky bariérovy vyboj jako generdtor plazmatu je pak mozZné se-
stavit v Konfiguraci 2 (viz. obrdzek [2.6)), pfidé-li se na elektrodu 1 dielektrickd vrstva nebo v Konfiguraci
3 (viz. obrazek [2.6).

Konfigurace 4 z obrazku[2.6] je naproti tomu vyuZivéna v piistrojich, které maji jako zdroj plazmatu
mikrodutinovy katodovy vyboj (MHCD).
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Induk¢né vézané plazma je pak zobrazeno v Konfiguraci 5 na obrizku 2.6 a plazma generovéno
mikrovlnnym zéfenim je schématicky zakresleno jako Konfigurace 6, obrazek 2.6

Konfigurace 7 z obrazku [2.6] je pfikladem u plazmové trysky za atmosférického tlaku, kterd byla
vytvofena na zakladé navrhu z roku 1998 [34].

Mezi hlavni vyhody plazmovych trysek patii zejména jejich schopnost fokusace plazmového pa-
prsku, diky niZ je mozné oSetrovat velmi malé a jinak t€Zko dostupné oblasti. Proto je napfiklad mozné
vyuzivat plazmové trysky pri operacnich zdkrocich zubait [10]. AvSak plasmové trysky nemusi byt po-
uzivany pouze na malé oblasti. Pfi zapojeni vice trysek do jednoho piistroje je mozné vyrazné zveétsit
oSetfovanou oblast a tento typ zdroje NTP tak pouZit i k oSetfovdni vétsich oblasti. Nicméné prvotné jsou
k oSetfovani vétSich oblasti ur¢eny nefokusované pfistroje s DBD.

Dalsi vyhodou je moZnost upravovat sloZeni plazmatu prostfednictvim volby pracovniho plynu, nej-
Castéji argonu, helia, dusiku ¢i obycejného vzduchu [23]].

Nejvétsi nevyhodou vSech typu plazmovych trysek je pak jejich vySsi cena a nutnost priibézného
dokupovéni plynovych bomb s pracovnim plynem, které na rozdil od zdroji s korénovym vybojem
popripadé DBD zabiraji vyrazné vice mista.
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Kapitola 3

Interakce NTP ve vzduchu s bakterialnimi
bunkami

V této kapitole bude bliZze popsédna interakce netermdlniho plazmatu ve vzduchu s bakteridlnimi
bunikami a jeji mozné baktericidni Gicinky.

Interakce NTP ve vzduchu s butikami bakterif je velice komplexni bio-chemicko-fyzikalni proces,
jehoz jednotlivé mechanismy dosud nebyly detailné prozkoumdany a popsany [35)]. A proto zde budou
pouze nastinény hlavni myslenky a zminény ncékteré konkrétni vyzkumy, které se baktericidnimi G¢inky
netermdlniho plazmatu zabyvaji.

Vzhledem k rozlicnym typim vybojti, jenZ mohou generovat netermdlni plazma, a jejich nasledné
implementaci pfi vyvoji riznych plazmovych aplikatord, viz. Kapitola 2| je kazda jednotlivd interakce
NTP s bakteridln{ buiikou specifickd a muze se li§it nejen mnoZstvim a druhem vyprodukovanych ¢és-
tic, ale také silou tepelného a UV zéfeni, ¢i mnoZstvim elektrického proudu, které pfijde do kontaktu se
sténou buriky [9], je-li oSetfovany vzorek vloZen piimo do plazmového vyboje. Pribéh této interakce je
navic zavisly i na typu vzorku, ktery je plazmatem oSetfovan a to nejen z hlediska druhu bakterie, ale
také stadia, ve kterém se bakteridlni burika (kolonie) nachézi. Je tedy duleZité rozliSovat, zda dochazi
k oSetfovani Zivych bunék, bunécnych spor (vysoce odolné klidové stddium buiiky, pfi némZ neprobi-
haji Zadné metabolické procesy [36]) a nebo biofilmt (bakteridlni struktura slouZici k jejich vzdjemné
ochran€, komunikaci a adherenci [37]]).

Pravé mnozstvi t€chto proménnych, jeZ jednotlivé interakce NTP s bakteridlni buiikou ovliviuji,
velice komplikuje snahy o porovnani vysledki rtiznych vyzkumnych skupin mezi sebou. Na zakladé
toho je velmi obtizné presné a detailné jednotlivé mechanismy ucinkd NTP popsat.

Jak jiz bylo zminéno v Kapitole [1| netermdlni plazma ve vzduchu piisobi na své okoli 6 hlavnimi
ucinky: RONS; elektrony, ionty a neutrdlnimi molekulami; UV zafenim; tepelnym zafenim; viditelnym
svétlem a elektromagnetickym polem. Z dosavadnich vyzkumu [6], [35]], [38]], [24] ovSem vyplyv4, Ze
predevsim RONS jsou hlavnimi aktéry baktericidnich uc¢inkd netermélniho plazmatu ve vzduchu. Praveé
z tohoto diivodu bude v nésledujici ¢asti kladen hlavni diiraz na popis interakce plazmatem generovanych
RONS s Zivymi bakteridlnimi butikami. Zavérem kapitoly pak budou zminény moZné odchylky, vyhody
¢i komplikace této interakce s bakteridlnimi sporami, ktera je dulezitd pro experimentdlni ¢ast této prace.

Jednim z moZnych zptlisobd jak na baktericidni mechanismy NTP ve vzduchu nahliZet je délit je na
fyzikalni a biologické mechanismy [39].

Fyzik4ln{ ¢4st interakce se odehrdva pfevdZné€ na povrchu bakteridlni buriky pfi kontaktu se st€énou
a cytoplazmatickou membréanou. Naproti tomu biologickd ¢ast interakce probiha nejen na povrchu, ale
také uvnitf bakteridlni buriky. Za hlavni strijce fyzikdlnich baktericidnich mechanismi jsou pak pova-
Zovény rizné druhy nabitych Castic a k signifikantnimu poskozeni dochdzi vétSinou aZ po uplynuti del-
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$tho ¢asového tdseku [35]]. Naproti tomu jsou biologické baktericidni mechanismy pfipisovany zejména
reaktivnim formam kysliku a dusiku (RONS), jejichZ ucinky se mohou projevit jiz kratce po zacatku
oSetfovani pomoci NTP [6].

Timto zpGsobem vSak na baktericidni d¢inky NTP ve vzduchu nebylo vZdy nahlizeno. Jak ve své
préaci uvadi Liao a spol. (2016) [6] v pocétcich vyzkumu netermalniho plazmatu bylo za hlavniho strijce
baktericidnich t¢inkt povazovano predevsim UV zafent, které je v rdmci plazmatu produkovéano. UV za-
feni, zejména o vlnové délce v rozsahu 220 - 280 nm (UVC zéfeni), je schopné vyvolat reakci thyminu a
cytosinu v DNA, coZ ma za nésledek zna¢né poSkozeni az tiplné zastaveni replikacnich schopnosti buiiky.
Nicméné pozdé&jsi vyzkumy [40], [39], [41] ukézaly, Ze ackoliv je UV zdfeni v plazmatu produkovéno,
nejednd se o UVC zéfeni, popripadé ho neni produkovédno dostatecné mnozstvi, aby mélo signifikantn{
baktericidni ti¢inky. A proto dnes neni UV zafeni brano za vyznamného ptivodce baktericidnich d¢inki
NTP.

Nyni budou bliZe predstaveny hlavni fyzikadlni mechanismy baktericidnich i¢inkii NTP ve vzduchu.

Liao a spol. (2016) [6] ve svém shrnuti uvadi dva hlavni piiklady fyzikdlnich baktericidnich mecha-
nismd NTP: elektrostatickou disrupci a elektroporaci, schématicky viz. obrazek [3.1|niZe.

Elektrostaticka disrupce, jak je vidét na obrazku[3.1] je proces k némuz miZe dojit pfi nakumulovani
prili§ velkého mnoZstvi elektrond a iontd na povrchu bunééné stény. Tato sténa si na zakladé vnitiniho
tlaku v bunice udrzuje svij tvar. Vytvofi-li se (nashromazdénim vétsiho poctu nabitych ¢astic) na vnéjsi
strané stény elektrostaticky tlak vyssi, nez je vnitini tlak buiiky, dojde k jejimu poruseni (disrupci). Pfi
disrupci mize dojit aZ k prasknuti bunééné stény a poSkozeni bunécné membrany, které ma za nasledek
unik intraceluldrnich komponenti, jako je napiiklad ATP (adenosintrifosfat). Disrupce tedy prispiva k
oslabeni buiiky a miiZe v kombinaci s jinymi mechanismy vést az k buné¢né smrti [42]].

poskozeni DNA pomoci
MDA

cytoplazmaticka
membrana

‘ bunééna sténa

modulace proteint protein

) —
membranové lipidy ® ..\ nabité Eastice
a protein :
B ¥ elektrostaticka
disrupce

peroxidace lipidd elektroporace

elektrické pole

Obrazek 3.1: Schématické zobrazeni biologickych a fyzikalnich mechanismi baktericidnich d¢inkt NTP
ve vzduchu [[6].
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Tento mechanismus je dominantni predevsim u pfimych zdroji NTP, kdy je oSetfovany vzorek umis-
tén primo do plazmatu a funguje jako protielektroda. Nicméné pfi delSich oSetiovacich Casech je mozné
jej pozorovat i pfi oSetfovani nepfimymi zdroji plazmatu [35]].

Dals$im vyznamnym fyzikdlnim mechanismem baktericidnich u¢inkd NTP, ktery je zkoumadn, je tzv.
elektroporace [6], viz. obrazek [3.1] Elektrické pole, které je generovano mezi elektrodou pfistroje a
oSetfovanym vzorkem, mtze (pfi dostatecné vysoké intenzit¢) zptisobovat disrupci bunééné membrany a
vést k tniku intracelularnich komponent podobné jako v piipadé elektrostatické disrupce. Na rozdil od
ni, je vSak tento proces doménou jen piimych zdroji plazmatu, nebot’ pii oSetfovani nepfimymi zdroji
NTP se oSetfovany vzorek nachdzi v pfili§ velké vzdalenosti od zdroje elektrického pole. Jeho vliv na
bakterie je tak mozné povaZzovat za zanedbatelny.

V nésledujici ¢4sti budou bliZe predstaveny moZné biologické mechanismy vedouci k zastaveni bu-
nécné replikace a bunécné smrti spolu s hlavnimi zastupci RONS, jeZ jsou povazovany za strijce t€chto
mechanismu.

(N*) a rizné oxidy dusiku (NO,), pfevazné pak oxid dusnaty (NO) a oxid dusi¢ity (NO,). Oxidy dusiku
(NO,) v kombinaci s vodou (vzdu$nou vlhkosti) jsou pak dilezitymi Ciniteli ovliviiujici pH prostiedi.
Tato vlastnost RNS je velmi dobie uplatnitelna pfi inhibici bakteridlniho ristu a replikaci bun¢k. Idedln{
pro rast vétSiny bakteridlnich kultur jsou mirné€ kyseld prostiedi (pH=6), existuji vSak i vyjimky rostouci
i pii napi.: pH=2 [43]]. V piipadé interakce oxidi dusiku (NO,) s vodou kyselost prostiedi stoupa a
zabraniuje tak dal$i replikaci bunék [24]].

superoxidovy anion (Oj), hydroxylové radikaly (OH’), hydroxylové aniony (OH"), peroxidové radikaly
(HO5,) a peroxid vodiku (H,02) [17].

Mezi dosud zmapované a experimentalné podlozené biologické mechanismy NTP s baktericidnimi
ucinky, jejichz nositeli jsou ROS, patfi: chemické zmény molekul (napf.: peroxidace lipid) a zmény
metabolickych déji (napf.: vyvolani programované bunécné smrti) [6]].

Peroxidace lipidu je proces, pii némZ7 dochézi k oxidativnimu poskozeni polynenasycenych mastnych
kyselin lipidd za vzniku hydroperoxidi, a je doménou zejména hydroxylovych radikdli (OH") a peroxidu
vodiku (H>O,) [44].

V piipadé Gram-negativnich bakterii, studovano na Zivé E. coli, byla pozorovdna peroxidace pre-
devsim u membranovych lipidd (lipidy, jeZ jsou soucdsti cytoplazmatické membrany), viz. obrazek 3.1}
Naproti tomu u Gram-pozitivnich bakterii, studovdno na Zivé S. aureus, mohou byt ROS transportovany
rovnou skrz cytoplazmatickou membranu piimo dovnitf butiky, kde zplsobuji oxidativn{ stres intracelu-
larnim komponentim [6], jak je vidét na obrazku

Peroxidace membranovych lipidi mize vést k poskozeni vlastnosti cytoplazmatické membrany, jako
je sniZenf jeji tekutosti, naruseni jeji integrity ¢i zvySeni jeji propustnosti [45]]. Tato poSkozeni maji pak za
nasledek nekontrolovatelné proudéni reaktivnich ¢astic dovnitf buiiky, kde mohou nasledné nicit ddlezité
bunécné struktury jako je DNA, a zarovei zpasobuji tnik cytoplazmy ven z buiiky, jak je vidét na obrazku
B.1

Zaroven je béhem peroxidace lipidii produkovdn malondialdehyd (MDA), ktery slouZi jako marker
peroxidace lipidt a jenZ spolu s dal$imi produkty této reakce funguje jako sekundarni reaktivni slouce-
nina, kterd interaguje s DNA a proteiny uvnitf butiky a zptisobuje jejich trvalé poskozeni, viz. obrazek
B.1

Peroxidace lipidi tedy vede k nevratnému poskozeni buiiky a v piipadé zasaZeni DNA i k naru-
Seni jejich replikac¢nich schopnosti [45]], ¢imZ bakteridlni buiiku prokazatelné uvadi do stavu Zivého ale
nekultivovatelného, tj. VBNC (viable but nonculturable), stavu [6].
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Dalsi vyzkumy [6] ukédzaly jesté jinou schopnost hydroxylovych radikald (OH) a to provddét che-
mické zmény molekul pomoci modulace proteind, které jsou soucdsti buné¢né membrany. Konkrétné jde
o zménu prostorové struktury proteintli, coZ miZe vést k poskozeni jejich funkénosti, viz. obrazek
Avsak k ziskani bliz§ich informaci ohledné tohoto biologického mechanismu, jenZ miize mit baktericidn{
ucinky, je potieba provést dalsi vyzkumy.

Jak ve svém shrnuti uvadi napiiklad Liao a spol. (2017) [6] dal§im ze signifikantnich biologickych
mechanismt interakce NTP ve vzduchu s bakteridlnimi buitkami mdZe byt vyvolani tzv. programované
bunécné smrti, neboli PCD (programmed cell death). Z vyzkumu vyplyvd, Ze pii nahromadéni vétsiho
mnozstvi intracelularnich ROS dochézi k velkému oxidativnim stresu bunky, ktery mize vést az k PCD.

Na obrazku [3.2|niZe je vidét shrnuti zakladnich mechanismu a schématické zobrazen{ pribéhu inter-
akce NTP s bakteridlni burikou.
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Obrazek 3.2: Schématické zobrazeni interakce netermdlniho plazmatu s bakteridlni (prokaryotni) bun-
kou: klastry jsou chemické komplexy obsahujici tfi a vice centrdlnich atomd, jeZ jsou vdzany vazbou
kov-kov [22].
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Interakce NTP se sporami bakterif vyuZiva stejnych mechanismd, jako v piipadé interakce se Zivymi
bunkami. Rozdil tedy spociva pouze v obranné stavbé buriky, kterd je diky stadiu spory obalena veétSim
mnoZstvim proteinovych a dalSich vrstev, jeZ chrani jadro burky pfed vnéj$imi nepfiznivymi podmin-
kami. Naproti tomu, diky zastaveni veskerych metabolickych procest, je vnitfek bunky aZ na genetickou
informaci (DNA) ve své podstaté prazdny [36].

Z prace Huanga a spol. (2018) [38]] vyplyva, Ze hlavnim biologickym mechanismem inaktivujicim
bakteridlni spory je tzv. leptani ochrannych proteinovych vrstev z bunééné stény pomoci ROS. Déle pak
prispiva také pisobeni UV zafeni na DNA buriky a difize RONS dovnitf bunék, jeZ md za nasledek
modifikace vnitfnich struktur buriky.

Z experimentdlniho hlediska je nejvétsi rozdil mezi oSetfovanim Zivych bakterif a spor ¢asova délka
oSetfeni. Zatimco nékteré plazmatické operdtory vykazuji vysokou baktericidnost Zivych bunék jiz bé-
hem nékolika vtefin [35]], v pfipad¢ spor se oSetieni miiZe pohybovat v fadech minut az hodin [38]].
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Kapitola 4
Experimentalni cast

s Mz z 2N

V experimentalni ¢asti studie zaporného korénového vyboje a plazmové trysky pro medicinské ucely
byly zkoumény fyzikdlni a technické parametry obou piistroju a jejich baktericidni u¢inky. Na zakladé
téchto charakteristik byly ndsledné oba pfistroje srovnany.

V této kapitole budou nejprve predstaveny oba zkoumané pfistroje a ddle popsdna metoda, jeZ byla

uzita k uréent jejich baktericidnich dcinka.

4.1 Parametry pouzitych plazmatickych aplikatora

Jak jiz bylo feCeno vyse, tato prace se zaobira studiem dvou plazmatickych aplikatorti generujicich
NTP za atmosférického tlaku, konkrétné MiniJetu PM - 10.R a plazmatického aplikatoru vyuZivajiciho
jako zdroj plazmatu zdporny (bipolarn{) korénovy vyboj, déle jen PAzk.

MiniJet PM - 10.R je komer¢ni plazmaticky aplikator, ktery byl navrzen a zkonstruovan némeckou
firmou Heuermann HF-Technik GmbH za tcelem zkoumdni a nésledného pouZiti v rdmci aktivovani
termosenzitivnich povrchd, hubeni bakterii, dekontaminace atd. [46]].

Na obrazku[@.T] vlevo jsou vidét dvé zdkladni ¢dsti, ze kterych se tento pfistroj sklada: 10 W MiniJet
generdtor a plazmova tryska MiniJet-R.

=
bt
8
.
=
2

10 W MiniJet generator

Obrézek 4.1: MiniJet PM - 10.R: (vlevo) pohled zeptedu, (vpravo) detail na plazmovou trysku
MiniJet - R.
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Generiator je zdrojem mikrovlnného zafeni o frekvenci 2,45 GH ve frekvenénim pasmu ISM a MiniJet
tak spada do skupiny plasmovych trysek, které jako zdroj elektromagnetického pole vyuzivaji mikroviny.
Vykon generdtoru je nastavitelny v rozsahu 2 - 10 W, jako pracovni plyn vyuZivd argon a ma v sob& navic
zabudovan pratokomér s rozsahem O - 3 I/min.

Plazmova tryska MiniJet-R je s generdtorem spojena krdtkou hadici. Délka samotné plazmové trysky
je 155 mm a $itka 33 mm, primér trysky u vystupu plazmatu je 6 mm.

Vzhledem k tomu, Ze se jednd o komer¢né prodejny piistroj, podrobnosti mechanismi, jez pouziva
ke generaci NTP, nejsou verejnosti piistupné, a proto nelze presné urcit zda se jednd o plasma jet na bazi
dielektrického bariérového vyboje nebo korénového vyboje. Obecny mechanismus generace plazmatu
ovSem zndmy je. Na konci plazmové trysky je umisténa elektroda. Jakmile je konec plazmové trysky
vloZen do startovacitho boxu, ktery se nachdzi na boku generdtoru, viz. obrdzek [4.1] vpravo, dotkne se
elektroda uvnitf trysky draténého pletiva, jenZ je v ném instalovano. Je-li pfipojen zdroj argonu a zapnut
generator mikrovln na maximum (10 W), dojde k zapéleni vyboje a NTP se zacne generovat v podobé
uzké trysky plazmatu. Jakmile je plazma zapéleno, je mozné plazmovou trysku ze startéru vyjmout a
manipulovat s ni podle potieby.

Mezi dalsi charakteristiky MiniJetu patii vysoky stupen ionizace diky velikosti provozni frekvence.
Déle umoziiuje snadné zapaleni plazmatu, které nevyzaduje pfitomnost vysokého napéti. Poskytuje moz-
nost kontaktniho i bezkontaktniho oSetfeni dané oblasti. A v neposledni fadé ma kompaktni velikost,
ktera umoZzniuje snadnou a bezpe¢nou manipulaci.

Plazmaticky aplikdtor PAzk, viz. obrdzek 4.2] byl naproti tomu navrZen a sestrojen na Vysoké §kole
chemicko-technologické v Praze panem Ing. Josefem Khunem, Ph.D. a nejednd se tedy o standardi-
zovany piistroj. Obdobné jako MiniJet je i PAzk urCen pfedev§im k hubeni bakterii a dekontaminaci
riznych typt povrchd.

Vstup pro vzduch

Tlacitko
zapnout/vypnout SSsy

AR\

V téchto mistech
se uvniti nachazi
koronovy vyboj
generujici
reaktivni ¢astice.

Vstup pro napajeni wemw = - - -
T —
Nastavec
s rozptylovou
miizkou

Obrazek 4.2: Plazmaticky aplikator PAzk: (vlevo) pohled z boku, (vpravo) pohled zespoda.

'\\\

Rozptylova miizka

Pfidavny nastavec

Jak je vidét na obrdzcich 4.2 a [4.3a] plazmaticky aplikdtor se sestdvd ze 5 zdkladnich Césti: obalu
a ptidavného néstavce z materidlu PET-G vytiSténych na 3D tiskarné; zdroje vysokého stejnosmérného
napéti; elektrodového systému point-to-ring (hrot-prstenec) a rozptylové miizky.
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Z podrobného schématu na obrazku f.3a]je patrné, Ze PAzk vyuzivd jako zdroj NTP bipoldrni koré-
novy vyboj v konfiguraci elektrod point-to-ring (viz. obrazek .3b)), kdy hrotova elektroda funguje coby
katoda a prstencova elektroda ptedstavuje anodu. PrestoZe se z Cisté technického hlediska jednd o bipo-
larn{ korénovy vyboj, vétsina reaktivnich Castic, jeZ ndsledné plisobi na oSetfovanou oblast, je z hlediska
uspofddani elektrod (¢4stice z katody proudi smérem k oSetfované oblasti na rozdil od ¢4stic generova-
nych polem kolem anody) produkovéna predevsim katodou, a proto je jako zdroj tohoto plazmatického
aplikdtoru uvddéna zdpornd nikoliv bipoldrni koréna. Vzdalenost mezi elektrodami je 4,5 mm a jako
zdroj napéti je pouZit stejnosmérny proud v kombinaci s vysokonapét ovym modulem. Hrotova elek-
troda je tvorena injek¢ni jehlou Medoject 0,6X25 mm (vyrobce Chirana T. Injecta), prstencova elektroda
pak zuZujicim se mosaznym prstencem, jehoZz nejvétsi prumér je 11,4 mm.

Zdroj napéti
7kV

_e @_

hrotova
elektroda

vyboj

prstencova
elektroda

(b) Fotografie usporadani elektrod uvnitf
plazmatického aplikatoru PAzk i se zapa-
lenym bipolarnim korénovym vybojem.

I?rOUdh N
aktivnich <
4 mm castic !
z plazmatu '.

q===mma

A/ e |

(a) Schématicky nakres plazmatického aplikatoru PAzk.

Obrazek 4.3: Plazmaticky aplikator PAzk (schéma i fotografie Ing. Josef Khun, Ph.D.).

s Yz s Yz

Na spodni ¢ast aplikdtoru PAzk v misté, kde z néj vychdzeji reaktivni Castice v podobé plasma af-

Vv Vv

terglow, je umisténa rozptylovd miizka (viz. obrdzek [4.2] vpravo) o priiméru 50 mm. Diky této miiZce je
mozné rovnomérné rozptylit reaktivni ¢astice proudici ven z plazmatu a pokryt tak vétsi plochu, nez v
ptipadée fokusovaného piistroje. Navic je na spodni konec plazmatického aplikatoru PAzk mozné pridélat
pfidavny néstavec (obr. 4.2 vpravo) a vytvofit z néj tak piistroj pracujici v uzavieném objemu.

Vykon aplikdtoru PAzk je 1 W s napétim na elektroddch 7 kV a proudu ve vyboji ve vysi 150 pA.
Jako pracovni plyn pouZiva vzduch o pokojové teploté.

V tabulce [.1] niZe jsou stru¢né shrnuty technické a fyzikdlni parametry obou vySe zminénych pri-
strojd, jejichZ porovndni a evaluace jsou soucdsti ndsledujici Kapitoly [5]
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MiniJet PM - 10.R

plazmovy aplikator PAzk

vyrobce

Heuermann HF-Technik GmbH
(Némecko)

Ing. Josef Khun, Ph.D. (VSCHT)

zdroj EM pole

mikrovlnné zareni

stejnosmérny proud

vykon [W] 2-10 1

pracovni plyn argon vzduch

2droj NTP neznfmy zaipmfny (bipolarn{) korénovy
vyboj

konfigurace elektrod nezndma hrot-prstenec

typ oSetieni kontaktni/bezkontaktn{ bezkontaktni

oy

fokusace plazmového vyboje ano volitelna rozptylovad miizka

aktivace termosenzitivnich
ucel povrchd, hubeni bakterif,
dekontaminace...

hubeni bakterii, dekontaminace
velkych povrchd...

Tabulka 4.1: Parametry studovanych plazmatickych aplikator: MiniJet PM - 10.R [46] a plazmaticky
aplikétor PAzk.

4.2 Referencni protokol

K porovnani baktericidnich ucinkd MiniJetu a plazmatického aplikatoru PAzk byl pouZzit referencni
protokol sestaveny v roce 2015 na Loughboroughské univerzité¢ ve Spojeném kralovstvi [S]]. Autofi to-
hoto protokolu navrhli kompletni, detailné popsany postup pro experimentalni zji$t ovani baktericidnich
ucinkd plazmatickych aplikatort vyuzivajicich NTP a zdroven poskytly (naméfili) referencni hodnoty,
se kterymi je mozné vysledky novych experimentd porovndvat. Protokol byl sestaven na zdkladé po-
ptavky po univerzalni metod¢, diky niZ by se dali porovnavat baktericidni G¢inky riznych plazmatickych
aplikatort, jez do té doby neexistovala.

Porovnavani vysledkl riznych experimentli zabyvajicich se baktericidnimi d¢inky netermélniho
plazmatu je silné zavislé na pouZitém mikroorganismu, jak z hlediska jeho druhu, tak i postupu pfipravy
a rastového stadia, ve kterém byl plazmatem oSetfovan. Pokud by se porovnavaly dva experimenty, které
vyuzivaji rizné mikroorganismy, pfipravené riznymi zpusoby a oSetfované v riznych stadiich, vysledky
obou experimenti budou témito faktory natolik ovlivnény, Ze je neni mozné porovnavat.

Autofi referen¢niho protokolu [5] proto pfisli s detailné popsanou metodu experimentalniho zkou-
mani, kterd se snazi maximum téchto faktorti eliminovat. Hlavni vyhodou této metody je jeji robustnost,
nizkd ovlivnitelnost a variabilita, kterd byla dosaZena volbou konkrétniho pouZzitého mikroorganismu,
zformulovdnim detailniho popisu jeho pfipravy, vybérem metody, kterd nandsi dany mikroorganismus
na oSetfované medium, a podrobnym popisem zpdsobu kultivace oSetfenych kultur.

Pro ucely této metody byly autory protokolu vybrany spory bakterie Bacillus subtilis (ATCC 6633)
jako referen¢ni mikroorganismus, ktery ma byt oSetfovan pomoci NTP. Tato bakterie bude vice popsana
a jeji volba bude podrobné zdivodnéna v nasledujici ¢asti[4.2.1]

Postup piipravy zakladni suspenze bakteridlnich spor druhu Bacillus subtilis (ATCC 6633) je v rdmci
protokolu podrobné popsan, viz. [5]]. Timto zpisobem se autofi protokolu snaZi snizit variabilitu expe-
rimentalni metody, ktera je Casto zplisobena odchylkami ve zplsobu piipravy osetfovanych kultur. Tyto
odchylky pak muzou vést i ke znanym rozdilim ve vysledcich oSetfeni plazmatem a opét zplisobit
neporovnatelnost experimentii mezi sebou.
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Pro oSetfeni netermdlnim plazmatem byly zvoleny membranky typu Nucleopore track-etched poly-
carbonate membrane (GE Healthcare Life Sciences, Little Chalfont, UK) o priméru 25 mm a velikosti
péru 0,2 ul, na neZ je pomoci filtrace nandSena ziedénd zdkladni suspenze bakteridlnich spor. Metoda
filtrace, namisto bézn€ pouzivaného pipetovani, byla vybrana, protoZe umoZnuje vyrobu homogenni mo-
novrstvy spor na membrance. Vyroba monovrstvy je velice dileZitd, nebot’ zabranuje stinéni rtiznych
mist membranky a expozice plazmatem je tak pro vSechny spory vice méné stejnd. Filtrace tedy zarucuje
nizkou variabilitu experimentl z hlediska vystaveni bakteridlnich spor plazmatu.

Poslednim bodem metody referenéniho protokolu je kultivace bakterii po oSetieni plazmatem. V
rdmci protokolu je podrobné popsan zplsob oplachovani oSetfenych membranek a néslednd kultivace
ziskaného roztoku, tak, aby se zabranilo ovliviiovani vysledkl na zdkladé mnoZstvi oplachnutych spor,
viz. [3]].

A pravé z téchto divodi byl tento protokol vybran pro studium a porovnani baktericidnich G¢inkt
MiniJetu a plazmatického aplikdtoru PAzk v této bakalarské praci.

Obecné lze postup metody pfedstavené v protokolu, kterd byla pouZita pro tcely experimentdlniho
vyzkumu této prace, shrnout do 4 zakladnich krok [3]:

1. Vyroba zédkladni suspenze bakteridlnich spor.
2. Redéni a filtrace suspenze na membrénky, jeZ budou nasledné oSetfovéany plazmatem.
3. Osetfeni membranek netermalnim plazmatem.

4. Kultivace a vyhodnoceni vysledka.

V nasledujici ¢asti bude predstaven mikroorganismus pouzity v referencnim protokolu a budou uve-
deny diivody, na jejichZ zdklad€ byl autory protokolu vybran. Déle budou popsany mikrobiologické po-
stupy metody referenc¢niho protokolu, kterymi byly zkoumany baktericidni i¢inky studovanych plazma-
tickych aplikatora.

4.2.1 Pouzity mikroorganismus

Pro ucely této bakalarské prace, tj. zkoumani moznosti medicinského vyuZiti zaporného korénového
vyboje a plazmové trysky, byly, na zdklad€ referenniho protokolu [3]], pouZity spory bakterie Bacillus
subtilis (ATCC 6633).

Bacillus subtilis, tj. bacil senny, je bakterie tyckovitého tvaru, viz. obrazek #.4] jez patif do skupiny
Gram-pozitivnich bakterif [37]. Jde o nepatogenni bakterii Zijici prevdzné v pide, diky cemuZ se také pfi-
rozen¢ vyskytuje v zaZivacim traktu zvifat a lidi. Diky své nepatogenité a Sirokému rozsiteni je Bacillus
subtilis hojn€ vyuzivan v riznych mikrobiologickych experimentech jako pracovni mikroorganismus.

Dals{ dilezitou vlastnosti této bakterie a celého rodu Bacillus je schopnost vytvaret endospory (spory
vytvarené zevnitf bakterie) [36]. Proces sporulace, tj. tvorba bakteridlnich spor, je esencidlni pro pteZi-
vani bakterif v Zivotu nepfiznivych podminkach. Zméni-li se vnéjsi podminky prostredi, ve kterém bak-
terie Zije, na nehostinné, tento mikroorganismus piejde do klidového stddia (spora). Na povrchu bunééné
stény se vytvoii ochranné vrstvy jako kortex (vrstva peptidoglykantl), proteinovy plast’ aj., které bakte-
rii chrdni a znemoZiuji vnéj$im Cinitelim proniknout do vnitini ¢asti buriky [47]. Bakteridlni burika se
zaroven zbavi témér veSkeré vody a zustane tak v podstaté jen genetickd informace obalena ochrannymi
obaly.

V klidovém stadiu buriky neprobihaji zddné metabolické procesy a bakterie se stava vysoce odolnou
vici riznym fyzikdlnim a chemickym vliviim a miiZe tak v nehostinném prostfedi prezivat az tisice let.
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Obriézek 4.4: Snimek kolonii Bacillus subtilis ze skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM) [48]].

Bakterie Bacillus subtilis ve stadiu spory byla pro ucely referencniho protokolu vybrana z nékolika
dtvoda [3].

Prvnim diivodem vybéru bakterie druhu B. subtilis byl jeji nepatogenni charakter, ktery neklade
napf.: methicilin rezistentni Staphylococcus aureus — MRSA, tak miZe byt vyuZivana napiiklad i ve
fyzikélnich laboratofich.

Dalsim divodem byla schopnost této bakterie tvofit spory, které je mozné uchovavat po dlouhou
dobu, aniz by doslo k vyznamnému sniZen{ jejich Zivotaschopnosti.

K oSetfeni byly vybrany bakterie v klidovém stadiu (spory), nebot tak mohla byt zajisténa vetsi
robustnost experimentu z hlediska vlivu teploty. Vzhledem k tomu, Ze bakteridlni spory nejsou citlivé
na malé vykyvy tepla, je jejich pouZiti idedln{ pfi porovnavani riznych typl plazmatickych aplikatort,
nebot’ zarucuje eliminaci vlivu rozdilu teplot plazmatu jednotlivych aplikatort.

Zaroven pouZiti bakteridlnich spor sniZuje variabilitu experimentu oproti pouZiti Zivych bakterif,
z hlediska rtstového stidia, ve kterém se oSetfovand bakterie nachdzi. Ristovy cyklus bakterii ma 4
zédkladni stddia a v kazdém z nich vykazuje bakterie jinou odolnost vii¢i vnéjsim Cinitelim. Proto je
potieba pfi kazdém experimentu pouZivat bakterie ve stejném stadiu ristu, jinak nebudou vysledky po-
rovnatelné. Tato podminka ale znacné zpomaluje experimentdlni postup, nebot” je nutné vzorek bakterii
pokazdé znovu vytvorit. Naproti tomu bakteridlni spora se nachdzi pouze v jednom stadiu a je tak mozné
ji pouzivat ve vice experimentech, aniz by doslo k vyznamnym zménam.

4.2.2 Pouzité mikrobiologické postupy
Nyni budou podrobné&ji popsany migrobiologické postupy metody referenéniho protokolu [3] pouZité
k experimentalnimu zkoumani baktericidnich i¢inki obou studovanych plazmatickych aplikatora.

Vyroba zakladni bakterialni suspenze

Z. divodu popsanych v predchozi Casti pouziva referencni protokol pro zkoumadni baktericidnich
ucinkl plazmatickych aplikatort spory bakterie Bacillus subtilis (ATCC 6633). Pro ucely této bakalarské
prace byl vzorek Bacillus subtilis (ATCC 6633) obdrZen piimo od autorii referencniho protokolu.
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Zakladni suspenze obsahujici spory této bakterie o koncentraci 105 CFU/ml byla pfipravena podle
presnych parametrii a podminek popsanych v protokolu [5]]. Jednotka CFU/ml (CFU=Colony Forming
Unit) pfedstavuje mnoZstvi bakterii v 1 ml, jeZ jsou schopné mnoZit se a vytvéret kolonie.

Redéni a filtrace suspenze na membranky

Z4kladni suspenze bakteridlnich spor o koncentraci 105 CFU/ml byla pfed provedenim filtrace na-
fedéna na vyslednou koncentraci 10> CFU/ml. Tato koncentrace je nizii, nez koncentrace uvedend v
referencnim protokolu, a byla zvolena na zdkladé snadnéjsiho nandSeni na membranky.

Filtrace bakteridlni suspenze o koncentraci 10> CFU/ml na membranky byla provedena pomoci fil-
tracn{ aparatury, kterd je schematicky zobrazena na obrazku [.5] odpovidajici aparatufe pouZité v refe-
renénim protokolu. K nandseni suspenze byly vybrany membranky typu Nucleopore track-etched po-
lycarbonate Membrane (vyrobce Whatman) o priméru 25 mm a velikosti 0,1 ul, nebot’” membranky
uvedené ve referencnim protokolu se uz nevyrabéji.

Injekéni stfikacka
s buné&énou suspenzi

Drzak membranek
Gumova zatka

— Odkapavaci trubicka

Napojeni ha pumpu
-~ vytvarejici podtlak

Erlenmeyerova banka

Obrézek 4.5: Schéma pouZité filtracni aparatury [Sl].

Na 1 membranku bylo vzdy, pomoci filtrace, injek¢ni stitkackou deponovdano 10 ml bakteridln{
suspenze. Suspenze byla filtrovdna pod tlakem 32 - 42 kPa. Doba filtrace pro jednotlivé membrinky
se pohybovala v rozmezi jednotek az nékolika desitek minut. Vyslednd koncentrace bakteridlnich spor
na membrdnce, zji§téna zpétnou analyzou, byla 5-10* CFU/membranka.

Celkem bylo pfipraveno 9 membranek, osm z nich uréenych k oSetfeni netermalnim plazmatem,
jedna ponechdna neoSetiend jako kontrolni, viz. Kapitola[5] Po depozici bakteridlni suspenze byly mem-
branky pfeneseny na Petriho misky s Zivnym agarem (MH agar).

Kontrola pfitomnosti spor a homogenity filtrace byla provedena dvéma zptisoby. Kultivaci kontroln{
membranky, na které byl ndsledné pozorovén viditelny rovnomérny povlak bakterii (makroskopicky ho-
mogenni pokryti). A pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM), kde byly vidét jednotlivé
spory a jejich rozmisténi.
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Osetreni membranek netermalnim plazmatem

Membranky pokryté bakteridlni suspenzi byly oSetfovany 2 plazmatickymi aplikdtory: MiniJetem
Pm - 10.R a plazmatickym aplikdtorem PAzk. Kazdym pfistrojem byly oSetfeny 4 membranky. Vzdale-
nost konce vyboje od membranky byla udrzovédna konstantni na hodnoté 15 mm. Experimentalni uspo-
fadani pfi oSetfovani membranek obéma piistroji je vidét na obrazku 4.6

(a) MiniJet PM - 10.R. (b) Plazmaticky aplikator PAzk.

Obrazek 4.6: Experimentalni aparatura: oSetfovdni membranek pokrytych bakteridlni suspenzi spor
Bacillus subtilis na Petriho miskach pomoci netermalniho plazmatu.

Nejprve bylo provedeno oSetieni 4 membranek pomoci MiniJetu, viz. obrdzek [4.6al Vykon generd-
toru byl nastaven na 5 W a pritok argonu na 1,5 I/min. OSetfovaci ¢asy byly zvoleny nasledovné: 30, 40,
50 a 60 min.

Nisledné byly oSetfeny dalsi 4 membranky pomoci plazmatického aplikdtoru PAzk, obrizek [.6b]
po dobu 4 rtiznych oSetfovacich ¢asi: 75, 90, 105 a 120 min.

Casy oSetfeni u obou piistroji byly uréeny na zékladé pfedchozich mé&feni, aby co nejlépe demon-
strovali jejich baktericidni U¢inky.

Kultivace a vyhodnoceni vysledki

Pro vyhodnocen{ vysledki nabizi referencni protokol metodu omyvani membranek a naslednou kul-
tivaci ziskaného roztoku pfimo na agaru. Avsak tato metoda neni vhodna pro vyhodnocovéni baktericid-
nich dcinkd piistroju s tak odliSnymi aktivnimi zénami, jako je fokusovany MiniJet a ploSny plazmaticky
aplikdtor PAzk. Proto byla pro dcely této bakalafské prace vybrana modifikace metody navrZzend v praci
Khuna a spol. (2017) [32], kterd navrhuje kultivaci membréanek piimo na agaru, coZ je pro tcely této
prace vhodnéjsi.

Po oSetfeni membranek netermdlnim plazmatem byly tedy vSechny Petriho misky umistény pres
noc do inkubdatoru o teploté 37,3°C. Nasledné bylo provedeno vyhodnoceni baktericidnich ti¢inkti obou
pristrojii pomoci pozorovani inhibi¢nich z6n a komparativni analyzy.

Cely postup byl proveden jedenkrat bez opakovani a vS§echny membranky byly plazmatem oSetfeny
béhem jednoho dne. Vysledky oSetfeni jednotlivymi pfistroji jsou podrobné rozebrany v ndsledujici ka-
pitole.
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Kapitola 5

Vysledky a diskuze

V prvni ¢asti této kapitoly budou predneseny vysledky experimentdlni ¢asti prace. Nejprve bude pro-
vedeno srovnani jednotlivych parametrd MiniJetu Pm - 10.R a plazmatického aplikatoru PAzk. Néasledné
budou vyhodnoceny vysledky zkoumani baktericidnich G¢inkti obou plazmatickych piistroju.

Ve druhé ¢4sti kapitoly pak budou ziskané vysledky diskutovdny s ohledem na potencidlni vyuZiti
zaporného korénového vyboje a plazmové trysky pro medicinské ucely a budou navrZeny potencidlni
navazujici experimenty, které by mohly poskytnout dalsi dileZité informace ohledné fungovani obou

pristroju.

5.1 Vysledky experimentalni ¢asti prace

Nyni budou pfedneseny vysledky experimentdlniho méfeni této prace. Nejprve budou studované
plazmatické aplikdtory srovnany na zakladé jejich fyzikalnich a technickych parametrd. Ve druhé Casti

P

pak budou prezentovany a porovnavany naméiené baktericidni d¢inky obou zkoumanych piistroji.

5.1.1 Porovnani parametru studovanych plazmatickych aplikatoru

Nejprve budou studované piistroje porovndny na zakladé jejich fyzikdlnich parametri. V piipadé
obou aplikatori se jednd o pfistroje generujici netermalni plazma za atmosférického tlaku.

Jednim z hlavnich rozdild mezi obéma pfistroji je druh pracovniho plynu, ktery pouZivaji. MiniJet
vyuziva jako pracovni plyn argon. Naproti tomu plazmaticky aplikdtor PAzk pracuje se vzduchem. Na
obrdzku [5.1| niZe je vidét emisni spektrum plazmatického aplikdtoru PAzk méfené v tésné blizkosti hro-
tové elektrody uvnitf aplikdtoru pomoci spektrometru Ocean Optics USB-650 RED TIDE (350 — 1000
nm) [22]. Z obrazku je patrné, Ze hlavni slozkou produkovanou netermalnim plazmatem v blizkosti hro-
tové katody jsou kationy dusiku (N7) na rozdil od MiniJetu jehoZ hlavnim produktem v blizkosti elektrod
jsou nejspis argonové kationy (Ar™), viz. Kapitole

V ptipadé MiniJetu se tedy generuji pouze sekunddrni RONS pfi kontaktu argonového plazmového
vyboje se vzduchem na rozdil od aplikatoru PAzk, jenz generuje jak primarni tak sekundarni RONS.

Dalsimi dilezitymi rozdily mezi ob&€ma pristroji jsou zdroj elektromagnetického pole a typ vyboje,
kterym je netermdlni plazma generovdno. V pripadé¢ Miniletu je elektrické pole mezi elektrodami ge-
nerovano pomoci mikrovinného signdlu o frekvenci 2,45 GHz. Typ vyboje nelze presné urcit nebot’
nejsou zndmy konkrétni tvary a usporddani elektrod, mezi kterymi je plazma generovano. Plazmaticky
aplikator PAzk naproti tomu jako zdroj elektrického pole vyuZziva stejnosmérny proud a plazma je gene-
rovano pomoci zaporného korénového vyboje. MiniJet vSak na rozdil od plazmatického aplikatoru PAzk
nepotiebuje ke generaci vyboje mezi elektrodami zdroj vysokého napéti.
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Obrézek 5.1: Emisni spektrum plazmatického aplikatoru PAzk [22].

Z technického hlediska jde o dva velmi odliSné pristroje. Jak jiz bylo zminéno v predchozi kapitole,
MiniJet PM - 10.R je jiZ certifikovany piistroj na rozdil od plazmatického aplikdtoru PAzk, jez byl
vyroben na VSCHT v Praze a zatim se nachézi v testovaci fazi.

Vykon MiniJetu je nastavitelny a miZe dosahovat hodnot 2 az 10 W na rozdil od plazmatického
aplikatoru PAzk, jehoZ vykon je pomérné nizky a fixni na hodnoté 1 W.

Na druhou stranu z hlediska pofizovaci ceny a nakladt na provoz je mnohem dostupné&jsi plazmaticky
aplikator PAzk, diky nizkym nédkladim na vyrobu (vyti$téno na 3D tiskarné) a volbé pracovniho plynu
(vzduch). Oproti tomu pofizovaci cena MiniJetu PM - 10.R je 2 990 € [49] bez argonové bomby, kterou
je nutné v rdmci pouZivani piistroje dokupovat podle potieby.

Z pohledu bezpecnosti a ndrocnosti manipulace a udrzby je také vyrazné vyhodnéjsi plazmaticky
aplikdtor PAzk. Diky své nizké vdze a malému rozméru je snadno prenosny, skladovatelny a manipulace
s nim nevyzaduje odborné znalosti, coz mtiZe byt velkou vyhodou v piipadé aplikace v medicing€. Naproti
tomu MiniJet vyZaduje pravidelné doplnovani argonovych bomb, které kvili své vaze vyrazné sté€Zuji
manipulaci s celym pfistrojem pfi pfipadném pifevozu. Zarovei je pro zapaleni plazmatu, viz. podkapitola
M.1] vyzadovéna piesnd znalost postupu.

5.1.2 Baktericidni uc¢inky MiniJetu PM - 10.R a plazmatického aplikatoru PAzk

S

V ramci experimentalniho zkoumani baktericidni ic¢innosti obou plazmatickych pristrojt bylo prove-
deno nékolik sérif oSetfeni membranek pfipravenych podle postupu popsaného v predchozi kapitole. Ci-
lem bylo najit takové Casy oSetieni pro MiniJet a plazmaticky aplikdtor PAzk, jejichZ baktericidni u¢inky
by byly srovnatelné a na jejichZ zdklad€ by ndsledné mohly byt oba pfistroje porovniny. NizZe jsou
uvadény vysledky pouze jednoho prikazného méfeni, nebot’ diky nedostate¢né praxi doslo k hrubym
(systematickym) chybam pfi pfipravé membranek pro pfedesla méfeni. Z tohoto diivodu byly ziskané
vysledky neprtikazné a nebudou zde uvadény.

V ramci méfeni baktericidnich G¢inkt obou zkoumanych piistroji byla vyclenéna jedna membranka,
kterd nebyla plazmatem oSetfovana a jeZ slouzila jako kontrola pfitomnosti bakterii, viz. obrazek [5.2] Z
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obrazku je patrné, Ze do$lo k naneseni suspenze na membranku, na které byly nasledné nakultivovany
bakterie (svétle Sedivy povlak na membrance).

Obrazek 5.2: Kontrolni membranka: fotografie povrchu membranky po kultivaci v inkubdtoru.

Na zédklad€ pozorovéni povrchu membréanky, obrdzek [5.2] Ize naneseni bakteridlnich spor na mem-
branku oznacit za makroskopicky homogenni. Drobnd Sedivd mista ve stfedu membranky mohou byt
mezery mezi bakteridlnimi koloniemi zpuisobené nizkou koncentraci bakterii v pracovni suspenzi. Na
zakladé tohoto vysledku je moZné predpokladat, Ze i zbyvajici membranky pfipravené filtraci jsou spo-
rami pokryty homogené.

Nejprve bylo provedeno oSetfeni 4 membranek pomoci MiniJetu. Vysledky oSetfeni membréanek
po kultivaci bakterii, véetné kontrolni membranky, jsou vidét na obrazku [5.3) nize. Kone¢né osetfovaci
casy 30, 40, 50 a 60 minut byly zvoleny na zékladé predchozich testovacich méfeni tak, aby co nejlépe
demonstrovaly baktericidni ti¢inky MiniJetu.

Z porovnani membranek oSetfovanych po rizné Casy, obrazky - je vidét pfimd dmérnost
mezi rostoucim ¢asem nekontaktniho osetieni a zvysujici se baktericidni i¢innosti MiniJetu. Z obrdzku
na kterém je snimek membranky oSetfované po dobu 60 minut, 1ze z velikosti inhibi¢ni z6ny od-
hadnout sniZeni CFU na membrance pfiblizné o 50%.

Dals$im jevem, ktery je viditelny pfi srovnani jednotlivych Casd oSetfeni, je rostouci inhibi¢ni z6na,
plocha na které se baktericidni G¢inky MiniJetu projevuji, mezi oSetfenim po dobu 30 (obrazek [5.3b)
a 40 (obrdzek minut. Pfi nejkrat§im Case oSetfeni (obrazek [5.3b) jsou zahubeny bakterie (tmavé
Sedivé oblast na membrance) pouze ve stfedu membranky, ale s rostoucim ¢asem oSetfent, obrazek [5.3c
zacinaji byt hubeny i bakterie ve vétsi vzdalenosti od plazmatu a celkova zasazend oblast se zvétSuje.
Tento pribéh oSetfeni membranek je pravdépodobné zpisoben rozloZenim reaktivnich ¢astic NTP v
plasma afterglow.

Jak jiz bylo feCeno dfive (Kapitola [2), plasma afterglow je proud ¢astic kuzelovitého tvaru, ve kte-
rém koncentrace Cdstic s rostouci vzdalenosti od stfedu klesd. Nejvétsi koncentrace téchto Castic se tedy
soustiedi ve stfedu plasma afterglow (diky tvaru plazmové trysky), a tim padem i pfi kratSim Case oset-
feni miize byt téchto Castic dostate¢né mnozstvi, aby mély cidni Gcinky na bakteridlni spory ve stfedu
membranky. S rostouci vzdéalenosti od stfedu membranky pfichazi do kontaktu s bakteridlnimi sporami
stidle mensi mnoZstvi reaktivnich ¢éstic, a je tedy zapotfebi mnohem delstho Casu osetfeni, aby doslo k
nakumulovani dostatecného mnozstvi Castic, jeZ by mélo za nasledek viditelné baktericidni Gcéinky.

Velikost inhibi¢ni z6ny vzhledem k vysoké fokusaci plazmového vyboje (maximalni primér vyboje
je 6 mm) byla prekvapivym vysledkem tohoto experimentu a je pri¢itdna zejména 15 mm vzdélenosti
konce plazmatického vyboje od osetfované membranky. Tato vzddlenost mé s velkou pravdépodobnosti
za nasledek prodlouzeni Casu oSetfeni nutného k projeveni baktericidnich Gcinkd, a stejné tak zvétSeni
oblasti oSetfeni a umoZnuje tak nejen fokusované, ale do jisté miry i plo§né oSetfeni pomoci MiniJetu.
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Zde je vsak potfeba podotknout, Ze se jedna o plo$né oSetfeni opravdu v malém méfitku, nebot’ primér
membranky je pouze 25 mm.

(a) kontrolni membranka

(b) 30 minut (c) 40 minut (d) 50 minut (e) 60 minut

Obrézek 5.3: Kontrolni membranka a membranky oSetfené MiniJetem Pm - 10.R v asovych dsecich 30,
40, 50 a 60 minut.

Dile byly oSetfeny 4 membrinky pomoci plazmatického aplikdtoru PAzk. Vysledky tohoto oSetfeni
po kultivaci bakterii, v€etné kontrolni membranky, jsou vidét na obrazku [5.4]nize.

Z porovnani vysledki pro rizné Casy oSetieni, které byly nastaveny maximalni mozné, aby byl jesté
cely experiment proveden v rdmci jednoho dne, 1ze vypozorovat pouze slabé rostouci tendence bakte-
ricidnich dcinkt aplikdtoru PAzk. Rostouci tendence jsou patrné predevsim pri porovnani oSetfovacich
¢asti 90 a 105 minut, obrdzky a[5.4d] kdy aZ po vystaveni membranky netermdlnimu plazmatu po
dobu 105 minut 1ze pozorovat urCité profidnuti bakteridlnich kolonii ve stfedu membranky. Nicméné i
toto porovnani miZe byt zkreslené, nebot’, jak je patrné z obrazku doslo k chybé pfi ptipravé mem-
branky. Ve stredu membranky, jez byla oSetfovdana 90 minut, je vidét velice pravideln€ ohrani¢ené misto,
na némz se v podstaté nevyskytuji Zddné bakterie. PfiliSnd hladkost ohrani¢eného mista v porovndni s
baktericidnimi t¢inky viditelnymi po 105 minutdch oSetfeni na obrazku [5.4d| napovid4, Ze nepfitomnost
bakterii neni zpdsobena Gcinky netermélniho plazmatu nybrz odchlipnutim nanesenych bakteridlnich
spor pii vyndavani membranky z drZaku po filtraci, popfipadé nedokonale homogenni depozici spor na
membranku.

Na obrazku je vidét membranka po 120 minutdch oSetfeni. Rozdil mezi baktericidnimi d¢inky
aplikatoru PAzk po 105 a 120 minutach piisobeni netermalniho plazmatu na membranky je zanedbatelny.

Specidlnim piipadem je vysledek oSetfeni membranky po 75 minutich, ktery je vidét na obrizku
[5.4b] Pfi porovnani povrchu membranky s kontrolni membrankou [5.4a] a ostatnimi ofetfenymi mem-
brankami je patrné, Ze zde muselo dojit bud’to k chybé v rdmci pfipravy membrinky a nebo ke zméné
podminek experimentu.. Tento vysledek proto nelze povazovat za prikazny.

Nyni budou naméfené baktericidni ti¢inky obou studovanych pfistroji diskutovany a v rdmci moz-
nosti porovnany.
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(a) kontrolni membranka

(b) 75 minut (c) 90 minut (d) 105 minut (e) 120 minut

Obrazek 5.4: Kontrolni membranka a membranky oSetfené plazmatickym aplikatorem PAzk v casovych
usecich 75, 90, 105 a 120 minut.

YV

Na zdkladé vysledkli experimentdlniho méfeni vykazuje MiniJet vyrazné vyssi baktericidn{ Giéinky
neZ plazmaticky aplikator PAzk. U MiniJetu byly pozorovany vyznamné&jsi baktericidni dcinky jiZ po
tficeti minutach bezkontaktniho oSetfeni, naproti tomu u plazmatického aplikatoru se prvni znamky bak-
tericidnosti projevily az po 105 minutidch bezkontaktniho oSetfeni a to jen ve velmi malé mife. AvSak
vzhledem k tomu, Ze oba pfistroje pracuji na jiném vykonu, nelze jejich baktericidni d¢inky pifimo srov-
ndvat.

Z hlediska zpiisobu aplikace obou pfistrojd je u MiniJetu mozné vyuZit jak kontaktniho tak bezkon-
taktniho zplsobu oSetfeni. Na zdkladg teoretickych znalosti plazmovych trysek (Kapitola [2) je mozné
predpokladat vysokou tcéinnost tohoto piistroje fokusovanou na velmi malou oblast v pfipadé kontakt-
niho zpusobu oSetfeni. Pro tento MiniJet jde o kruhovou oblast o primér 6 mm [46]. Diky vysledkim
experimentdlnitho méfeni baktericidnich ucinkd MinilJetu je mozné tvrdit, Ze pfi pouziti bezkontaktniho
zptsobu oSetien{ 1ze dosdhnout zna¢nych baktericidnich d¢inki i na méné fokusované oblasti o priméru
25 mm (primér oSetfované membranky).

Naproti tomu je plazmaticky aplikdtor PAzk, jiz z podstaty své konstrukce, urcen pouze k bezkon-
taktnimu zptisobu oSetfeni, kdy se diky rozptylové miiZzce miZe jednat i o rovnomérné oSetfovani ploch
mnohondsobné vétsich neZ v pifpadé MiniJetu Pm - 10.R a to o velikosti a7 1 963 mm?. Pfidavny ndsta-
vec navic umoZziiuje pouZivat tento pfistroj i pro oSetfovani ploch v uzavieném objemu, coZ miiZe mit za
nasledek zvyseni jeho baktericidnich d¢inka [32].

5.2 Diskuze

s w2z s w2z

V predchozi ¢asti kapitoly byly pfedneseny vysledky experimentalni ¢asti této prace a provedeno
srovndni MiniJetu PM - 10.R a plazmatického aplikdtoru PAzk. Nyni budou ziskané poznatky diskuto-
véany a ndsledné budou navrZzena moznd uplatnéni studovanych aplikdtorti v ramci mediciny.
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Z experimentdlniho méfeni baktericidnich icinkd obou pfistroji vychazi MiniJet jako Gc¢innéjsi. Bak-
tericidnost se ve vet$i mife projevila jiZ po 30 minutach oSetieni na rozdil od plazmatického aplikatoru
PAzk, jenz zacal vykazovat mirné i¢inky aZ po 105 minutach oSetfeni.

Vzhledem ke konfiguraci celého experimentu v kombinaci s technickymi a fyzikdlnimi parametry
obou pristrojl se nabizi nékolik moZnych vysvétleni tak signifikantniho rozdilu v u¢innosti.

Prvnim vysvétlenim miZe byt rozdil ve fokusaci plazmového vyboje a plasma afterglow obou pii-
strojl. V pripadé MiniJetu jde o silné fokusovany vyboj, koncovy primér trysky je 6 mm [46]], ktery tak,
na malé ploSe membranky pfi bezkontaktnim oSetfeni, miize produkovat vysokou koncentraci reaktiv-
nich ¢4stic. Naproti tomu plazmaticky aplikator PAzk je urcen pfedevSim pro oSetfeni velkych ploch o
velikosti aZz 1 963 mm?, coZ vede k rozptyleni reaktivnich &astic na mnohem vétsi plochu neZ je plocha
samotné membréinky. Vysledné mnozstvi reaktivnich C4stic, které prijdou do kontaktu s bakteridlnimi
sporami na povrchu membranky, tak mdZe byt mnohem mensi neZ v piipadé fokusovaného vyboje Mini-
Jetu. A tim padem se i baktericidn{ u¢inky plazmatického aplikatoru PAzk jevi niz§i nez G¢inky MiniJetu.

Dalsim vysvétlenim tak velkého rozdilu mezi baktericidnimi icinky studovanych pfistroji muize byt
pomérné vysoky rozdil mezi vykony obou pfistrojd. Jak ve své praci uvadi Liao a spol. (2016) [6] bakte-
ricidni Gcinky plazmatickych aplikatora jsou piimo zavislé na velikosti jejich vykonu, vstupniho napéti
a frekvenci. Béhem oSetfovani membranek byl vykon MiniJetu nastaven na 5 W, zatimco vykon plazma-

YV

tického aplikdtoru PAzk byl pouze 1 W. Vyssi vykon v pfipadé Minijetu mohl mit za ndsledek generaci

Vv, PAAE

vétsiho mnozstvi reaktivnich ¢astic v rdmci NTP, coz zptisobilo vyssi baktericidni Géinky pfistroje.

Aby mohl byt vliv vykonu na baktericidn{ t¢inky obou studovanych piistroji v rdmci jejich porovna-
véani zanedbdn, bylo by potieba nastavit vykon u obou aplikdtorti na stejnou hodnotu. To vSak z hlediska
jejich technickych parametrd neni mozné. Plazmaticky aplikator PAzk ma fixné stanovenou hodnotu vy-
konu 1 W. MiniJet pfi nastaveni vykonu na 1 W negeneruje Zadné plazma, jeho operacni rozsah vykonu je
2 - 10 W. Z tohoto ditvodu bylo nutné zkoumat baktericidni G¢inky obou pfistroji pfi riizné nastavenych
vykonech. V pfipadé MiniJetu byl vykon nastaven na stfedni hodnotu 5 W.

Vzhledem k tomu, Ze baktericidni u¢inky obou pfistroji byly méfeny na zakladé¢ referenéniho proto-
kolu [5], je moZné vysledky méfeni této prace velmi dobfe porovnat s dal§imi vyzkumy, jenZ pouzivaly
metodu predstavenou v referencnim protokolu, napfiklad prace Khuna a spol. (2017) [32]]. A také s vy-
sledky samotného referencniho protokolu [5].

Khun a spol. (2017) [32] ve své praci méfili mimo jiné i baktericidni u¢inky zdporného koréno-
vého vyboje. Jako pracovni plyn byl pouZit vzduch. Méfeni baktericidnich ti¢inkt bylo provadéno jak v
otevieném tak uzavieném objemu v konfiguraci elektrod point-to-plane (hrot-plos$nd elektroda). Na z4-
kladé oSetfeni zdpornym korénovym vybojem v otevieném objemu po dobu 60 minut klesla bakteridln{
populace na membrankéch jen velmi mélo o 10-20%.

V porovnani s vysledky plazmatického aplikdtoru PAzk je Gc¢innost dosazena zdpornym korénovym
vybojem v otevieném objemu v praci [32] vyrazné vyssi. Tento rozdil si 1ze vysvétlovat odliSnosti mezi
obéma experimentdlnimi aparaturami. V piipadé [32]] byly oSetfované membranky umist’ ovany pfimo na
uzemnénou plo$nou elektrodu v konfiguraci point-to-plane a byly tak od hoticiho zdporného korénového
vyboje vzdaleny jen 5 mm. Na rozdil od membranek oSetfovanych pomoci aplikatoru PAzk, které byly
umistény do vzdalenosti 15 mm od hoficiho vyboje. Z tohoto rozdilu je patrné, Ze membranky oSetfované
aplikatorem PAzk nejspiSe pfisly do styku s mensim poctem reaktivnich ¢astic nez v pfipadé zaporného
korénového vyboje v préici [32].

Naproti tomu vysledky MiniJetu, ktery po 60 minutich oSetieni v otevieném objemu vyhubil pfi-
blizné 50% bakteridlni populace na membréince, se, v porovnéni s vysledky zdporného korénového vy-
boje v otevieném objemu [32], jevi vice neZ dvojndsobné. Nicméné i v pripadé tohoto porovnéni je

NPl

potfeba zdlraznit rozdil mezi vykony obou pristrojd, kdy je opét vykon MiniJetu podstatné vyssi a miize

v s sve

tak byt piivodcem vyssi baktericidn{ ucinnosti [6].
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Nicméné vysledky jak této prace, tak i prace Khuna a spol. (2017) [32] naznacuji pomérné€ nizkou
ucinnost plazmatickych aplikatord pii oSetfovani bakteridlnich spor bezkontaktnim zpisobem v otevie-
ném objemu.

Naproti tomu, jak vyplyvd z vysledkd Khuna a spol. (2017) [32] a referen¢niho protokolu [S] pri
experimentech v uzavieném objemu, se ucinnost plazmatickych aplikatorti vyrazné zvysuje. V piipadé
osetfovani membranek zdpornym korénovym vybojem, popsanym vyse, v uzavieném obejmu klesl pocet
bakteridlnich kolonii na membrankéch az o sedm fadu a baktericidni ic¢innost po 60 minutich tak byla
témer stoprocentni (99,99999%) [32]. V piipadé referencniho protokolu [5], byly zkoumény baktericidn{
ucinky na zakdzku vyrobeného pfistroje vyuZivajictho jako zdroj NTP dielektricky bariérovy vyboj.
Osetfeni membranek bylo provadéno bezkontaktné, v uzavieném objemu ve vzdalenosti 9 mm od zdroje
plazmatu. Po 60 minutach oSetfeni klesl po¢et CFU na membrankdch o ¢tyfi rady, tedy 0 99,99%.

Tento signifikantni rozdil baktericidnich G¢inkl pfi oSetfovani v uzavieném objemu oproti otevie-
nému objemu je pravdépodobné zplisoben zabranénim tiniku reaktivnich ¢astic vygenerovanych plazma-
tem do okoli. Diky tomu je zvySena jejich koncentrace pfi interakci s bakteridlnimi sporami, coZ vede k
vy$§im baktericidnim G¢inkdm NTP.

Ze srovnani vysledkl experimentdlniho méfeni této bakalarské prace a vyse zminénych praci 5],
[32] vyplyvd mozné feSeni, jakym zplsobem zvysit baktericidni Gicinky obou zkoumanych pfistroji,
a to provadét s nimi oSetfeni v uzavienych objemech. V piipadé plazmatického aplikdtoru PAzk by
tato modifikace neméla byt problém. Samotny aplikator byl jizZ konstruovan jako pfistroj s uzavienym
objemem. Diky pfidavnému néstavci je mozné oSetfovany vzorek umistit pod rozptylovou miiZzku do
uzavieného prostoru mezi stény ndstavce a rovnou pracovni plochu a zamezit tak tiniku reaktivnich ¢astic
mimo oSetfovanou oblast. V této préci byl plazmaticky aplikator PAzk pouZit v otevieném objemu pro
tcely porovnani obou studovanych pfistroji

Na rozdil od aplikatoru PAzk je vSak tato modifikace v pripadé MiniJetu PM - 10.R v podstaté
nemoznd. MiniJet je plazmova tryska vyuZivajici k transportu plazmatu k mistu oSetfeni plyn (argon) a
tedy uz z podstaty jeho konstrukce ho nelze umistit do uzavrené aparatury, aniZz by tam nebyl umistén i
ptidavny generdtor. OvSem v piipadé uzavieni piistroje do tak velkého objemu, vyhody této konfigurace
postradaji svij vyznam. Reaktivni Castice by z oSetfované oblasti stejné unikaly do zbytku uzavieného
objemu.

V pripadé MiniJetu se tak nabizi jiny zptisob zvyseni baktericidni Gi¢innosti, a to pomoci zvyseni jeho
vykonu (nastavitelny rozsah 2 - 10 W, v této prici byl pouZit vykon 5 W). Nicméné v piipad¢ medicinské
aplikace MinJetu je zde mozné riziko popéleni tkané pacienta, pfi pouziti pfili§ vysokého vykonu, a je
tak nezbytné provést nejprve testovaci méteni pro vyssi vykon.

Vzhledem k tomu, Ze dosud nebyl proveden vyzkum baktericidni d¢innosti argonové plazmové
trysky s vyuZitim referencniho protokolu [5], budou nyni porovnany vysledky namérené pro MiniJet
s vysledky dvou studif [50] a [51] zabyvajicimi se oSetfovanim spor Bacillus Subtilis pomoci plazmové
trysky vyuZivajici jako pracovni plyn argon. K porovnani byly vybrany pravé tyto dvé studie, nebot’ se
svymi parametry bliZi parametriim experimentu provadéného v této praci.

Prace Hertwiga a spol. (2015) [50] se zabyvala studiem oSetfovani spor Bacillus subtilis (PS832)
pomoci argonové plazmové trysky o vykonu 30 W. Spory byly naneseny (pipetovdnim) na Petriho misku
o priméru 30 mm a oSetfovany ve vzdalenosti 12 mm od konce plazmového vyboje v ¢asovém rozmez{
0 - 5 minut. Vysledky této prace ukazuji redukci bakteridlni populace na Petriho misce o necelé tfi fady
po 5 minutich oSetfeni, priblizné tedy o 99,8%.

V porovnéni s vysledky této prace jsou baktericidni u€inky MiniJetu vyrazné niZsi, nebot’” ani po
60 minutach osetfeni nedoslo k tplnému vyhubeni bakterialnich kolonii. Je ov§em dileZité podotknout,
Ze vyse zkoumand plazmova tryska pracovala na Sestkrat vy$$§im vykonu neZ MiniJet a zdroven byla
umisténa o 3 mm bliZe oSetfovanym sporam. Srovnani ucinki téchto dvou pfistroji tak opét nabizi dikaz
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pro existence zdvislosti mezi velikosti vykonu a baktericidnimi d¢inky plazmatu. AvSak na zdkladé ptili§
velkého rozdilu mezi Casy oSetfen{ a jiné vzdalenosti od oSetfované oblasti, nehled¢€ na jiny typ pouZitého
Bacillu subtilis, nelze s jistotou fici, ktery z té€chto dvou pfistroji je v celkovém pohledu Gcinnéjsi.

Vedle toho prace Takemura a spol. (2014) [51] zkoumala baktericidni Gc¢inky argonové plazmové
trysky (frekvence zdroje 16 - 20kHz) na spordch druhu Bacillus subtilis (ATCC 6633) rovhomérné roz-
prostfenych na filtru ze sklenénych vldken o priméru 25 mm. Filtry byly oSetfovany ve vzdalenosti
10 mm od konce plazmového vyboje po dobu 0 - 400 s. Vysledky oSetieni ukdzaly pokles bakteridln{
populace o necelé dva fady (ptiblizné 98%).

I v porovndni s touto praci se i€inky MiniJetu naméfené v této prici jevi nizké. Avsak znovu je zde
potieba zddraznit, Ze se jedna o porovnani dvou plazmovych trysek odlisnych parametri, které oSetio-
valy sice stejny druh spor Bacillus subtilis (ATCC 6633), ale pfipravenych jinymi postupy a v riznych
koncentracich.

Cilem této prace bylo studium plazmatického aplikdtoru PAzk a MiniJetu PM - 10.R pro potencidlni
vyuZiti obou pristrojii v medicing. Na zdkladé vysledki experimentdlniho méreni baktericidnich ucinkt a
porovnani obou piistroju je nyni mozné navrhnout oblasti jejich potencidlniho vyuZiti v rdmci mediciny.

Na zdkladé vysoké fokusace plazmového vyboje s pomérné dobrou dcinnosti a moZnosti kontakt-
niho i bezkontaktniho zptisobu oSetfeni je MiniJet vhodnym kandidatem zejména pro vyuZziti i¢inki
netermdlnfho plazmatu ve stomatologii. Jak jiZ bylo zminéno v Kapitole [I| v rdmci zubniho lékafstvi
jsou studovany potencidlni aplikace NTP piedevsim pro dezinfekci zubnich kanalkd a dutiny dstni a mo-
difikaci povrchd zubnich implantétti. Malé rozméry plazmové trysky (155x33 mm) jsou navic vhodné i
pro manipulaci s pfistrojem uvnitf dutiny dstni.

Naproti tomu plazmaticky aplikator PAzk, ktery je uZ svou konstrukci uréen pouze pro bezkontaktni
osetieni a z4roven diky rozptylové mifzce umoZiiuje osetfeni vétsich ploch az o velikosti 1 963 mm?,
by mohl byt vhodnym pfistrojem pro vyuZiti zejména v dermatologii pfi oSetiovani chronickych ran
nebo zanétlivych koznich onemocnéni. Diky bezkontaktnimu zplisobu oSetfeni zde nehrozi nebezpeci
poranéni kize zpisobené piili§ vysokou teplotou vyboje, popiipadé vlivem elektrického proudu. Navic
velka aktivni oblast umoZiiuje rovnomérné osetfovani i vétsich tdseku kize.
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Zaver

Tato prace se zabyvala studiem zdporného korénového vyboje a plazmové trysky s cilem navrhnout
moznd vyuziti obou téchto pristroji v medicing.

V teoretické Casti prace byl nejprve predstaven pojem netermalniho plazmatu, uvedeny jeho zdkladni
charakteristiky a stru¢né predstaveny dosavadni vyzkumy a vysledky vyuziti netermélniho plazmatu pro
medicinské ucely. Déle byly klasifikovany hlavni typy zdroji netermalniho plazmatu s dirazem na koroé-
novy vyboj a implementaci zdroji NTP v podobé plazmovych trysek. Zavérem teoretické Casti byly
okrajové popsany mozné zplsoby interakce netermalniho plazmatu s bakteridlnimi burikami.

Experimentalni ¢ast prace se zaobirala popisem fyzikdlnich a technickych parametrii a méfenim bak-
tericidnich a¢inkd MiniJetu PM - 10.R a plazmatického aplikatoru PAzk, které byly vybrany jako za-
stupci plazmovych trysek a aplikatori se zdpornym korénovym vybojem, jejichZ studium bylo tématem
této bakalarské prace. K méfeni baktericidnich icinkd obou piistroji byl vybran referencni protokol [5]]
z roku 2015, jenZ byl sestaven na Loughboroughské univerzité ve Spojeném krilovstvi. Shrnuti fyzi-
kélnich a technickych parametrti MiniJetu a plazmatického aplikdtoru PAzk je zaznamendno v tabulce
Naméfené baktericidni di¢inky obou pfistroji pak byly prezentovany formou fotografii oSetienych
bakteridlnich kultur, viz. obrazky[5.3|a[5.4]

Vysledky experimentdlni Casti prace byly nasledné vyuZity k porovndni MiniJetu PM - 10.R a
plazmatického aplikdtoru PAzk a toto porovnani bylo déle diskutovdno v souvislosti s vyuZitim obou
pfistrojti pro medicinské ucely.

Na zdkladé dat ziskanych v rdmci této price byla jako nejvhodnéjsi medicinské oblast pro potencidlni
vyuziti MiniJet Pm - 10.R vybrana stomatologie, konkrétné Cisténi zubnich kandlkd a dutiny dstni a
modifikace povrchd zubnich implantatt. V piipadé plazmatického aplikdatoru PAzk se na zakladé jeho
vlastnosti a parametrti ukdzalo jako potencidlné nejvhodnéjsi uplatnéni pii oSetfovani chronickych ran a
zanétlivych koZnich onemocnéni, tedy v oblasti dermatologie.

V navaznosti na tuto praci by bylo vhodné zopakovat experimentalni méfeni baktericidnich G¢inkt
obou studovanych plazmatickych aplikatorti a to nejen v otevieném, ale i v uzavieném objemu, pro
ziskani vét§stho mnoZstvi informaci o jejich interakci s bakteridlnimi butikami.
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